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略語一覧 
 
ABC-FTL  ABC-formyltricyclic lactone 
AM   Arbuscular mycorrhiza 
ASK1   ARABIDOPSIS SKP1 HOMOLOGUE 1 
AtD14   Arabidopsis thaliana DWARF14 
CCD7, 8   CAROTENOID CLEAVAGE DIOXYGENASE7, 8 
CL   Carlactone 
CLA   Carlactonoic acid 
CLAMT   CLA methyl transferase 
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DAD2   DECREASED APICAL DOMINANCE2 
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D10, 14, 17, 27, 53  DWARF10, 14, 17, 27, 53 
EAR   Ethylene-responsive element binding factor-associated amphiphilic 
repression 
GID1   GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF1 
HBN   Hydroxybenzenenitrile 
HMB   Hydroxymethylbutenolide 
HSP101   HEAT SHOCK PROTEIN 101 
KAI2   KARRIKIN INSENSITIVE2 
KAR   Karrikin 
KL   KAI2 ligand 
LBO   LATERAL BRANCHING OXIDOREDUCTASE 
LC-MS   Liquid chromatography mass spectrometry 
LC-MS/MS  Liquid chromatography tandem mass spectrometry 
LRR   Leucine-rich repeat 
MAX1, 2, 3, 4  MORE AXILLARY GROWTH1, 2, 3, 4 
MBP   Maltose binding protein 
MeCLA   Methyl carlactonoate 
OsD14   Oryza sativa DWARF14 
PhMAX2   Petunia hybrida MORE AXILLARY GROWTH2 
RMS3   RAMOUSUS3 
SCF   SKP1-Cullin-F-box 
SKP1   Suppressor of kinetochore protein1 
SL   Strigolactone 
SMAX1   SUPPRESSOR OF MORE AXILLARY GROWTH2 1 
SMXL   SUPPRESSOR OF MORE AXILLARY GROWTH2 1-LIKE 
YLG   Yoshimulactone green 
Y2H   Yeast two-hybrid 
Y3H   Yeast three-hybrid 
2ODD   2-oxoglutarate-dependent dioxygenase 
4DO   4-deoxyorobanchol 
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序論  
 高等植物のシュート  (茎と葉から成る地上部 ) の枝分かれは、腋芽の形成とその伸長に
よって生じる現象であり、花や種子の数を決める極めて重要な形質である。通常、植物は
腋芽の伸長よりも茎の先端にある頂芽の成長を優先している  (頂芽優勢 )。しかし、植物が
頂芽の切断などを感知すると、腋芽は休眠状態から覚醒して急速な成長を開始する。この
頂芽優勢には、植物ホルモンであるオーキシン  (auxin) とサイトカイニン  (cytokinin) が
関係している。サイトカイニンには腋芽の成長を促進する作用がある  (Pillay and Railton 
1983; Cline et al. 1997)。一方で、頂芽で生合成されたオーキシンは基部へと輸送されるが、
オーキシンにはサイトカイニンの生合成を阻害する作用がある  (Tanaka et al. 2006)。した
がって、健常な植物の基部では、オーキシンの作用を介してサイトカイニンの濃度が制御
されるため、頂芽の優先的な伸長が成立していると考えられている。枝分かれが過剰に形
成される突然変異体として、エンドウ  (Pisum sativum L.) の ramousus (rms)、シロイヌナズ
ナ  (Arabidopsis thaliana) の more axillary growth (max)、ペチュニア  (Petunia hybrida) の
decreased apical dominance (dad) が報告されている  (Napoli and Ruehle 1996; Beveridge 
2000; Ward and Leyser 2004)。これらの枝分かれ過剰変異体を用いた接ぎ木実験において、
野生型を台木、変異体を穂木にすると、いくつかの組み合わせで変異体の表現型が回復し
た  (Morris et al. 2001; Turnbull et al. 2002)。この結果から、オーキシンやサイトカイニンと
は異なる、地下部から地上部に輸送されてシュートの枝分かれを抑制する未知のホルモン
様物質の存在が示唆された。この化学シグナルの正体は長く不明であったが、2008 年にカ
ロテノイド由来分子であるストリゴラクトン  (strigolactone：SL) もしくはその代謝産物で
あることが明らかになった  (Gomez-Roldan et al. 2008; Umehara et al. 2008) (図 1)。  
 
 SL は、1966 年に根寄生植物であるストライガ属  (Striga spp.) の種子発芽刺激物質とし
て、ワタの根滲出液から単離・構造決定されたストリゴール  (strigoal) とその類縁体の総
称である  (Cook et al. 1966; Screpanti et al. 2016) (図 1)。したがって、宿主となる植物は根
から土壌中へと SL を分泌することで自らの位置を根寄生植物に知らせてしまっているこ
とになる。2005 年には、SL がアーバスキュラー菌根菌  (arbuscular mycorrhiza fungi：AM
菌 ) の菌糸分岐誘導作用を有しており、植物と AM 菌の共生を促進していることが報告さ
れた  (Akiyama et al. 2005)。AM 菌は、共生の相手となる植物から炭素源を受け取る一方で、
植物の無機栄養の効率的な吸収を可能にさせる。したがって、SL は AM 菌との共生のため
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に植物の根から分泌されており、これを根寄生植物が利用していると考えられた。しかし、
シロイヌナズナのような AM 菌と共生することができない植物種にも SL が存在すること
から、SL には根圏におけるアレロケミカルとしての働きだけではなく、その他の生理作用
が存在する可能性が示唆された。そして、上記のように、現在では SL は植物の枝分かれ
を抑制する植物ホルモンとしての生理作用を有することが広く知られている  (図 2)。  
 
 一般に植物ホルモンとは、「多くの植物が共通して持つ低分子で、生理活性の強い物質」
を指す  (新しい植物ホルモンの科学  第 3 版 )。実際に、SL は様々な植物種から単離・構造
決定されている  (Screpanti et al. 2016)。標準的な SL は、エノールエーテルを介して、三環
構造  (A、B、C 環 ) とメチルフラノン環  (D 環 ) が結合した特徴的な四環構造を有してい
る  (図 1)。これまでに天然から単離された全ての SL において、エノールエーテルとそれ
に結合する D 環の化学構造は共通しており、特に、D 環の C-2′の立体は全て R 配置である  
(図 1)。対照的に、植物種間で A、B 環の修飾は多岐にわたる。C 環の化学構造については、
一般に、各植物種にその配置が配位  (奥向き ) と配位  (手前向き ) のどちらか一方の立
体の SL が存在している。SL のエノールエーテルは、C 環のカルボニル基と共役しており、
水分子や塩基性化合物と付加脱離反応を生じやすいため、SL は土壌中で比較的不安定であ
る。この性質は、SL が根圏における化学シグナルとして、宿主の位置を正確に知らせるこ
とに貢献していると考えられている。SL は、枝分かれを制御しているだけではなく、植物
ホルモンとして様々な生理作用を有することも明らかになっている。地上部では、乾燥耐
性や茎の二次成長、葉の老化などに対して正の作用を示すが、重力屈性に対しては負の作
用を示す  (Woo et al. 2001; Yan et al. 2007; Agusti et al. 2011; Ha e t al. 2014; Sang et al. 2014)。
地下部では、主根や根毛の伸長を誘導する一方で、側根の形成や伸長を抑制することが報
告されている  (Kapulnik et al. 2011; Ruyter-Spira et al. 2011; Rasmussen et al. 2012) (図 2)。  
 
 SL 生合成経路については、2005 年にカロテノイド生合成阻害剤であるフルリドンを用
いた実験から SL がカロテノイドに由来する分子であることが予想された  (Matusova et al. 
2005)。更に現在では、枝分かれ過剰変異体の解析から詳細な SL 生合成経路の解明が進ん
でいる  (図 3)。これらの研究では、単子葉と双子葉のモデル植物であるイネ  (Oryza sativa) 
とシロイヌナズナが用いられることが多い。イネの矮性変異体は、dwarf (d) と呼ばれ、こ
れらのうち、d10 と d17 変異体は枝分かれ過剰な表現型を示すとともに、それぞれカロテ
 3 
 
ノイド酸化開裂酵素  (CAROTENOID CLEAVAGE DIOXYGENASE：CCD) である CCD8 と
CCD7 がそれぞれ欠損しており、SL を生合成することができない  (Ishikawa et al. 2005; Zou 
et al. 2006; Arite et al. 2007; Umehara et al. 2008)。また、同様に枝分かれ過剰な表現型を示
す d27 変異体も SL を生合成することができず、その原因遺伝子として機能未知の鉄結合
性タンパク質  (D27) が同定された  (Ishikawa et al. 2005; Lin et al. 2009)。シロイヌナズナで
は、max3、max4 変異体の原因遺伝子がそれぞれ CCD7 と CCD8 をコードしていることが
知られている  (Sorefan et al. 2003; Booker et al. 2004)。2012 年には、これらのタンパク質の
生化学的な機能が組換えタンパク質を用いた試験管内反応によって調べられた  (Alder et 
al. 2012)。この試験によって、D27、CCD7、CCD8 が連続的に反応を触媒し、all-trans--カ
ロテンから、9-cis--カロテンと 9-cis--アポ -10′-カロテナールを経由して、カーラクトン  
(carlactone：CL) を生成することが示された  (図 3)。CL は、エノールエーテルとそれに結
合するメチルフラノン環をもつことから、SL 生合成中間体であると考えられた。その後、
実際に CL がイネやシロイヌナズナの内生物質として存在し、SL に変換されることが報告
された  (Seto et al. 2014)。近年では、CL の下流の SL 生合成経路についても解析が進んで
いる。シロイヌナズナでは、酸化還元酵素であるシトクロム P450 の CYP711A サブファミ
リーに属する MAX1 によって CL が酸化され、カーラクトン酸  (carlactonoic acid：CLA) が
生成されることが明らかになっている  (Booker et al. 2005; Abe et al. 2014) (図 3)。また、シ
ロイヌナズナの内生物質として、CLA のメチルエステル体であるカーラクトン酸メチル  
(methyl carlactonoate：MeCLA) が同定されている  (Abe et al. 2014)。MeCLA は、SL の受容
体タンパク質との相互作用解析や max1 や max4 への外部投与試験によって、活性型 SL の
一種であることが示唆されている。加えて、当研究室の先行研究において、CLA をメチル
化して MeCLA に変換するメチル化酵素  (CLA methyl transferase：CLAMT) が発見されて
いる  (小野塚、2016 年度修士論文 )。clamt 変異体は、野生型と max 変異体の中間的な枝分
かれ数を示す。一方で、イネの CYP711A サブファミリーには、五つの MAX1 ホモログが存
在している。タバコ  (Nicotiana benthamiana) や酵母ミクロソームを利用した代謝実験によ
って、そのうちの Os01g0700900 がコードするタンパク質が CL を酸化的に環化し、SL の
一種である 4-デオキシオロバンコール  (4-deoxyorobanchol： 4DO) を生成すること、
Os01g0701400 がコードするタンパク質が 4DO を基質として C-4 位が水酸化されたオロバ
ンコール  (orobanchol) を生成することが示された  (Zhang et al. 2014)。シロイヌナズナの
MAX1 が CL を CLA に変換することを考えると、Os01g0700900 は CL を CLA に酸化した
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後、BC 環の環化反応を触媒することで 4DO を生成している可能性が高い。また、イネに
も CLA が内生物質として存在することが報告されており、五つの MAX1 ホモログがコー
ドするタンパク質のうち、いずれかのタンパク質も CL の酸化反応を触媒し、CLA を生成
していると考えられている  (Abe et al. 2014; Yoneyama et al. 2018)。2016 年には、シロイヌ
ナズナにおける新たな SL 生合成遺伝子として、2-オキソグルタル酸依存性ジオキシゲナ
ーゼ  (2-oxoglutarate-dependent dioxygenase：2ODD) ファミリーに属するタンパク質をコー
ドする LATERAL BRANCHING OXIDOREDUCTASE (LBO) が同定された  (Brewer et al. 2016)。
clamt 変異体と同様に、lbo 変異体は野生型と max 変異体の中間的な枝分かれ数を示す。ま
た、液体クロマトグラフィータンデム質量分析法  (liquid chromatography tandem mass 
spectrometry：LC-MS/MS) による内生量分析の結果、野生型と比較して、lbo 変異体では CL
と MeCLA が蓄積していることが明らかになった。 lbo 変異体の枝分かれ過剰な表現型は、
SL 合成アナログである GR24 の外部投与によって回復する。また、CL や MeCLA の外部
投与によって max4 変異体の表現型は回復するが、 lbo max4 二重変異体の表現型は回復し
ない。したがって、LBO は MeCLA よりも下流に存在する活性型 SL の生合成に関与して
いると考えられている。また、組換えタンパク質を用いた試験管内反応によって、LBO は、
MeCLA を LC-MS における m/z が 16 増加した化合物に変換することが分かっているが、
この化合物の同定には至っていない  (Brewer et al. 2016)。  
 
 一般的に SL 生合成  (欠損 ) 変異体は、内生 SL 量が低下しており、SL を外部から与える
ことによって、その表現型を回復することができる  (Umehara et al. 2008)。一方、SL の外
部投与では表現型を回復することができない枝分かれ過剰変異体も存在する。これらの SL
非感受性変異体の解析から、SL の受容やシグナル伝達についても明らかになってきた。d3
変異体  (シロイヌナズナにおける max2 変異体 ) は SL 非感受性変異体であり、野生型と比
較して内生 SL 量が増加している  (Stirnberg et al. 2002; Ishikawa et al. 2005; Umehara et al. 
2008)。また、d3 変異体の原因遺伝子は、F-box タンパク質をコードしている。F-box タン
パク質は、Suppressor of kinetochore protein1 (SKP1)、Cullin などと SKP1-Cullin-F-box (SCF) 
複合体を形成することが知られている。オーキシン、ジベレリン  (gibberellin)、ジャスモン
酸  (jasmonic acid)、エチレン  (ethylene) などの植物ホルモンの受容やシグナル伝達に関わ
る重要因子の中には F-box タンパク質に属するものが存在することから、D3 にも同様の機
能があることが予想された。  
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 d14 変異体  (シロイヌナズナにおける atd14 変異体 ) も SL 非感受性変異体であり、その
原因遺伝子は、ジベレリンの受容体である GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF1 (GID1) 
と同じ/-hydrolase ファミリーに属するタンパク質をコードしている  (Ishikawa et al. 
2005; Ueguchi-Tanaka et al. 2005; Arite et al. 2009)。このファミリーに属するタンパク質に
は、それぞれ数本のヘリックスとシートから構成される基本構造  (/加水分解酵素フ
ォールド ) と加水分解酵素反応に重要な触媒三つ組残基  (Ser、His、Asp) が広く保存され
ている。しかし、GID1 では、触媒三つ組残基の His が Val に置換している一方で、D14 で
は触媒三つ組残基が保存されていることから、D14 の機能として、1) SL の受容体、2) SL
を活性型に変換する代謝酵素、の二つが予想された  (図 4A)。その後、OsD14 (本論文では、
一般的な意味を指す D14 と区別するため、イネの D14 を OsD14 として記載する ) といく
つかの D14 オルソログ  (エンドウ：RMS3、シロイヌナズナ：AtD14、ペチュニア：DAD2) 
がコードするタンパク質が触媒三つ組残基に依存して SL を ABC 環部と D 環部に加水分
解することが報告された  (Hamiaux et al. 2012; Zhao et al. 2013; de Saint Germain et al. 2016)  
(図 4B)。更に、X 線結晶構造解析から、これらのタンパク質には SL を収容できるポケッ
ト構造が存在し、触媒三つ組残基の Ser がこのポケット構造の底に位置することが明らか
になった  (Hamiaux et al. 2012; Kagiyama et al. 2013; Zhao et al. 2013)。一方で、2012 年に
Hamiaux らは、ペチュニアの DAD2 が SL シグナル伝達に関わることを示す新たな知見を
報告した  (Hamiaux et al. 2012)。Hamiaux らは、酵母ツーハイブリッド  (yeast two-hybrid：
Y2H) 法を用いた相互作用解析によって、DAD2 とペチュニアの D3 オルソログである
PhMAX2 が SL 依存的に相互作用することを示した。しかし、触媒三つ組残基の Ser が Ala
に置換しており、SL 加水分解酵素活性を示さない点変異体である DAD2 S96A は、SL 存在
下でも PhMAX2 と相互作用しなかった。また、この DAD2 S96A は dad2 変異体の表現型を
相補することもできなかった。一方で、DAD2 による GR24 の加水分解酵素反応産物の ABC
環部である ABC-ホルミルトリサイクリックラクトン  (ABC-formyltricyclic lactone：ABC-
FTL) は生物活性を有していないことも確かめられた。更に、Hamiaux らは、Differential 
scanning fluorimetry (DSF) 法を用いて、DAD2 と GR24 の相互作用を解析した。DSF 法は、
化合物を添加した際のタンパク質の熱変性温度の変化を調べる手法であり、受容体とリガ
ンドの相互作用の評価などに用いられる  (Niesen et al. 2007)。一般に、リガンド添加時に
受容体タンパク質は安定化するので、その熱変性温度はリガンド非添加時と比較して上昇
する  (Niesen et al. 2007)。しかし、本手法において、GR24 添加時に DAD2 の熱変性温度は
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低下することが示された。対照的に、DAD2 S96A では、GR24 添加による熱変性温度の変
化は認められなかった。これらの結果は、GR24 が DAD2 の不安定化を伴う構造変化を誘
導すること、この構造変化には DAD2 の触媒三つ組残基が重要であることを示唆している。
したがって、Hamiaux らは、DAD2 による SL の加水分解とそのシグナル伝達には何らかの
関係があると考えた。その後、同様に DSF 法によって、SL 添加時にその他の D14 オルソ
ログ  (RMS3、AtD14、OsD14) の熱変性温度も低下することが明らかになった  (Abe et al. 
2014; Zhao et al. 2015; de Saint Germain et al. 2016)。これらのことから、現在では、D14 は
SL の受容体だと考えられているが、D14 による SL 受容メカニズムを明らかにするため、
更に詳細な解析が求められている。  
 
 SL が、D14 によって認識された後のシグナル伝達についても少しずつ明らかになってき
ている。イネの優性変異体である d53 変異体は、d3 や d14 変異体と同様に、SL に対して
非感受性の枝分かれ過剰変異体である  (Jiang et al. 2013; Zhou et al. 2013)。その原因遺伝子
として同定された D53 は、シャペロン因子として知られる HEAT SHOCK PROTEIN 101 
(HSP101) と低いながらも相同性を示すタンパク質をコードしている。また、D53 は多くの
植物ホルモンのシグナル伝達において機能する転写抑制因子 TOPLESS と相互作用可能な
部分構造である Ethylene-responsive element binding factor-associated amphiphilic repression 
(EAR) モチーフを有していることも明らかになった。D53 の生化学的な解析によって、野
生型 D53 は SL 存在下で D14 と SCFD3 複合体に依存してプロテアソーム経路で分解される
ことが分かった。一方で、d53 変異体がコードする変異型 d53 タンパク質では、この傾向
は認められなかった。これらの結果は、D53 は SL シグナル伝達におけるリプレッサーと
して機能しており、優性の d53 変異体では変異型 d53 が分解されず蓄積することで SL シ
グナルが抑制されている、ということを示唆している。更には、D14 は SL 依存的に D3 や
D53 と相互作用するが、D3 と D53 は SL 非依存的に相互作用することも明らかになった。
したがって、現在では、D14 に SL が結合すると D14 の立体構造が不安定化し、この構造
変化を D3 や D53 が認識して複合体を形成するとともに、D53 のユビキチン化とプロテア
ソームによる分解が促進されて SL シグナルが伝達される、というモデルが提起されてい
る  (図 5)。  
 
 SL シグナル伝達因子が、別の植物ホルモン様シグナルの伝達にも関係することが明らか
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になってきている。max2 変異体では、SL 変異体に特徴的な枝分かれ数の増加といった表
現型に加え、胚軸の徒長や種子の発芽遅延などが観察される  (Shen et al. 2007)。この表現
型には、SL と同じブテノライド化合物であるカリキン  (karrikin：KAR) によって活性化さ
れるシグナル伝達経路が関係している  (Flematti et al. 2004; Waters et al. 2012)。KAR は、山
火事によって生じる煙の中から種子発芽を誘導する物質として単離・構造決定された  
(Flematti et al. 2004) 。 KAR の 受 容 に は 、 AtD14 の パ ラ ロ グ で あ る KARRIKIN 
INSENSITIVE2/HYPOSENSITIVE TO LIGHT  (KAI2/HTL、KAI2 と略す ) がコードするタンパク
質が必要であるとともに、そのシグナル伝達には MAX2 が関係しているとされる  (Waters 
et al. 2012)。すなわち、SL と KAR はそれぞれ異なる受容体を介する一方で、そのシグナ
ル伝達には MAX2 が共通因子として関わっている  (図 6)。現在までに、植物の内生物質と
して KAR が単離された例はないため、植物中に KAI2 によって認識される真のリガンド  
(KAI2 ligand：KL) が存在することが予想されている。2013 年には、max2 変異体を用いた
スクリーニングによって、max2 変異体の発芽能低下や胚軸徒長の表現型が回復した変異体
である suppressor of max2 1 (smax1) 変異体が見出された  (Stanga et al. 2013)。smax1 変異体
は、枝分かれ数や根の形成には変化が認められないことから、SMAX1 は、KL シグナル伝
達において特異的に機能していると考えられている。SMAX1 は、D53 と同様に HSP101 に
部分的に類似したタンパク質をコードしており、シロイヌナズナには 7 つのホモログ  
(SMAX1-LIKEs：SMXLs) が存在している。2015 年には、これらのうち、イネの D53 と相同
性が高い SMXL6、7、8 が SL シグナル伝達における冗長的なリプレッサーとして機能して
いることが明らかになった  (Soundappan et al. 2015; Wang et al. 2015)。しかし、その他の
SMAX/SMXLs ファミリーの機能については更なる解析が必要である。  
 
 上記のように、植物の枝分かれは花や種子の数に直結する重要な形質であるため、枝分
かれの人為的な制御法を開発することは、食糧増産やバイオマスの生産性の向上に貢献す
ると考えられている。また、根寄生植物による農業作物の被害はアフリカを中心に拡大し
ており、その被害額は年間で 10 億ドルを超えている  (Armed and Dangerous  2010)。各国
で根寄生植物の防除法の開発が進められているが、そのアプローチの一つとして、宿主植
物が付近にいない状況で根寄生植物の発芽を誘導する自殺発芽に SL を利用することが想
定されている。しかし、SL そのものを農業利用することは、SL が土壌中で不安定である
ことや作物としての植物および根寄生植物の両者に活性を有することから現実的ではない。
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実際に、これまでに SL を農業に利用した報告例はなく、今後、SL を活用していくために
は、SL 受容メカニズムを明らかにするとともに、SL よりも安定かつ特定の生物種にのみ
作用する新規薬剤の創出が必要不可欠である。  
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図1：代表的なSLおよびSL合成アナログの化学構造。
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図2：SLの生物活性と生理活性。
③植物ホルモン活性
・枝分かれの抑制
・茎の二次成長の促進
・葉の老化促進
・主根と根毛の伸長促進
など
①根寄生植物の種子発芽誘導 ②AM菌の菌糸分岐誘導
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図3：イネとシロイヌナズナの推定SL生合成経路。赤字は
シロイヌナズナ、青字はイネの酵素を示す。また、下線を
引いた化合物は活性型SLを示す。
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図4：D14の機能。A；当初に予想されたD14の機能。
B；D14によるSLの加水分解酵素反応。
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図5：イネにおけるSLシグナル伝達モデル。
1) SLがないとき
2) SLがあるとき
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図6：SLシグナル伝達とKLシグナル伝達。
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1. SL の受容機構の解明  
1-1. 緒言  
 SL の受容やシグナル伝達についての理解は、これらに関わる重要な因子の発見を通して
飛躍的に進んだ。しかし、それぞれの詳細な分子機構など、不明点も残っている。特に、
D14 による SL 受容メカニズムにおいては、D14 の SL 加水分解酵素活性の意義を中心に議
論が続いている。その中で、いくつかの興味深い知見が報告されている。  
 
 2013 年に、Zhao らは OsD14 と GR24 の共結晶の X 線結晶構造解析に臨んだ。この構造
解析では、OsD14 による GR24 の加水分解酵素反応で生じる D 環由来の中間体が、OsD14
の触媒三つ組残基の Ser に共有結合したと推定される共結晶が得られた  (Zhao et al. 2013)。
一方で、OsD14 のアポ構造と比較して、この複合体に大きな構造変化は認められず、GR24
と結合した OsD14 が、どのようにして MAX2 や SMXLs と相互作用するかについての情報
は得られなかった。同年に、Nakamura らは、D14 による SL の加水分解酵素反応産物のう
ち、D 環部に由来するヒドロキシメチルブテノライド  (hydroxymethylbutenolide：HMB) を
d27 変異体に高濃度で処理し、その分げつの伸長がわずかに抑制されたことを報告してい
る  (Nakamura et al. 2013)。また、Nakamura らは OsD14 の結晶に SL 合成アナログの一つで
ある (−)-ent-2′-epi-GR7 のソーキングを試みた。このソーキング試験では、OsD14 と (−)-ent-
2′-epi-GR7 に由来すると考えられる HMB の共結晶が得られた。この共結晶では、HMB は
OsD14 の触媒三つ組残基から離れた活性ポケットの入り口に位置していた。これらの結果
から、Nakamura らは、D14 は SL を加水分解して HMB に変換するとともに HMB を活性ポ
ケットの入り口に留め、これによって形成される疎水的な表面構造を介して、その他のシ
グナル伝達因子と相互作用しているという説を提唱した  (図 7、ⅰの経路 )。しかし、実際に
このような疎水性の表面構造が標的タンパク質との相互作用に関与しているという直接的
なデータは得られていない。2015 年に、Zhao らは再び OsD14 と GR24 の共結晶の取得に
臨んだ  (Zhao et al. 2015)。前回と同様に、この X 線結晶構造解析でも OsD14 に大きな構造
変化は認められなかった。しかし、GR24 の D 環部が活性ポケットで触媒三つ組残基の Ser
と相互作用している一方、A 環部は部分的に活性ポケットから突出していると推定される
電子密度が観察された。また、OsD14 の活性ポケットに隣接する V 字型の lid 構造の表面
に電荷的な変異を導入したところ、GR24 によって誘導される OsD14 と D3 の相互作用は
観察されなくなった。したがって、D14 と D3 は、D14 の lid 構造付近で相互作用している
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可能性が示唆された。  
 
 2016 年には、同時に二つのグループによって D14 の SL 受容メカニズムについて興味深
い報告がなされた  (de Saint Germain et al. 2016; Yao et al. 2016)。Yao らは、SL 添加時の
AtD14 と D3 に、F-box タンパク質と結合することが知られている SKP1 のホモログである
ARABIDOPSIS SKP1 HOMOLOGUE 1 (ASK1) を加えた三者複合体の結晶を取得し、結晶構
造を解析した  (Yao et al. 2016)。この AtD14-D3-ASK1 複合体の結晶は、AtD14 が頭部、D3
のロイシンリッチリピート  (leucine-rich repeat：LRR) ドメインが腹部、D3 の F-box モチ
ーフと ASK1 が尾部を形成しているタツノオトシゴのような構造をしていた  (図 8)。また、
この複合体の結晶では、AtD14 の V 字型の lid 構造を構成する四つのヘリックス  (T1-
T4) に大きな構造変化が生じていた。これらのヘリックスのうち、T2 の一部はT1 に
吸収されており、残りの部分もヘリックスからコイル構造へと遷移していた。そして、三
つとなったヘリックスはそれぞれ並行に並び、これによって活性ポケットのサイズが小
さくなるとともに、その入り口は閉じた構造を有していた。この三つのヘリックスは、D3
の LRR ドメインと相互作用していた。また、触媒三つ組残基の Asp を含むループ領域は、
相当する電子雲が観測されなかったことから一定の構造を保っていないと推測された。一
方で、Yao らは、AtD14 の閉じられた活性ポケットの内側に低分子化合物の存在を示す電
子密度を観察し、この低分子化合物は触媒三つ組残基の Ser と His の間を架橋していると
推定した。続いて、AtD14 と GR24 の加水分解酵素反応試験が行われ、D3 存在下では反応
溶液中への HMB の溶出が抑制される傾向にあることが示された。更に、Yao らは GR24 に
よって誘導された AtD14-D3-ASK1 複合体を回収し、MS/MS によって AtD14 ペプチドを解
析した。MS/MS スペクトルからペプチドのマッピングを行ったところ、触媒三つ組残基の
His に C5H5O2 (分子量 97) と一致する分子が共有結合したペプチドが同定された。加えて、
このペプチドの修飾は、触媒三つ組残基の点変異体である AtD14 S97A や AtD14 H247A で
は観察されなかった。de Saint Germain らも、このようなペプチドとタンパク質の修飾につ
いて報告している  (de Saint Germain et al. 2016)。de Saint Germain らは、RMS3 と GR24 を
試験管内で反応させた後、LC-MS/MS によって RMS3 を解析した。その結果、GR24 を添
加しなかった場合と比較して、分子量が約 97 大きいペプチドおよびタンパク質が観察さ
れた。両グループは、同位体標識化合物や SL 類縁体化合物を利用して、修飾された分子
が D 環部に由来することも示している。これらの結果から、D14 が SL を加水分解する際、
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D 環部に由来する反応中間体が D14 の触媒三つ組残基の Ser および His を架橋するように
共有結合し、この共有結合中間体  (Covalently linked intermediate molecule：CLIM) によっ
て誘導される構造変化を介して、D14 は SL のシグナルを下流に伝達しているという仮説
が提唱された  (図 7、ⅱの経路 )。また、de Saint Germain らは、D14 によって加水分解され
ると蛍光を発する SL アゴニストを利用して RMS3 の機能解析を行っている。そして、RMS3
と蛍光性 SL アゴニストの加水分解酵素反応では、反応溶液に加えた基質と生成物の比が
1：1 よりも小さくなること、これらの反応がプラトーに達しても RMS3 の再添加によって
生成物が増加することが確認された。de Saint Germain らは、最初のプラトーが基質の消費
ではなく、RMS3 の不活性化に起因すると考え、D14 はシングルターンオーバー酵素であ
ると推定した。D14 がシングルターンオーバー酵素であることは、D14 の SL 受容メカニ
ズムにおいて CLIM が重要な役割を果たすという説を支持している。現在までに明らかに
なっている植物ホルモンの受容体は、リガンドとの可逆的な相互作用を介して、そのシグ
ナルを下流に伝達している  (Yao et al. 2018)。したがって、両グループの報告によって、D14
は新しいタイプの受容体であることが期待された。  
 
 しかし 2018 年には、Carlsson らが Yao らの取得した AtD14-D3-ASK1 複合体の共結晶を
再解析し、AtD14 の活性ポケットの内側に観察された電子密度は CLIM を収容するには小
さく、CLIM と推定された中間体のいくつかの部分は電子密度の外側に存在していること
を明らかにした  (Carlsson et al. 2018)。この際、AtD14 の活性ポケットの内側には、Yao ら
によって示されていなかった原子の存在も示唆された。Carlsson らは、再解析によって観
察された電子密度を結晶化試薬に由来するヨウ化物イオンだと推定している。また、
AtD14-D3-ASK1 複合体の共結晶の分解能は 3.3 Å であり、このような比較的低い分解能で
低分子化合物のモデリングを行うことは容易ではなく、この共結晶からは D14 と SL の結
合様式を決定することができないと述べている。構造生物学的な見解の他にも、D14 によ
る SL シグナル伝達における CLIM の重要性には疑問が残る。D14 と SL の加水分解酵素反
応は、/-hydrolase ファミリーに属する一般的な酵素とその基質の反応と比べて非常に遅
いことが報告されているが、SL 処理をした植物において、標的タンパク質である D53 や
SMXLs の分解は、SL 処理後 5 分から 20 分以内に検出される  (Hamiaux et al. 2012; Zhao et 
al. 2013; Zhou et al. 2013; Wang et al. 2015; Mindrebo et al. 2016)。したがって、SL シグナル
伝達に D14 による SL の加水分解を必要とする CLIM 説は、SL に対する植物の迅速な応答
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と矛盾していると思われる。AtD14-D3-ASK1 複合体の共結晶に観察された AtD14 の構造
変化は、D14 の SL 受容メカニズムを明らかにするうえで重要な知見であるが、D14 の SL
シグナル伝達状態を誘導している化学シグナルは未だ不明であると考えられる。更に最近
では、Shabek らが D3 と ASK1 の共結晶の X 線結晶構造解析に臨み、D3 の C 末端側のヘ
リックス  (C-terminal -helix：CTH) が、AtD14-D3-ASK1 複合体において観察されるよう
な D3 の LRR ドメインと相互作用している状態、および、D3 の LRR ドメインと相互作用
しておらず自由な状態、という二つの立体構造を切り替えていることを示した  (Shabek et 
al. 2018)。同様に、OsD14-CTH-GR24 の X 線結晶構造解析に臨み、CTH が V 字型の lid 構
造が開いたままの OsD14 に結合している複合体を観察している。この複合体の OsD14 の
活性ポケットには、GR24 そのものと推定される電子密度も観測された。加えて、Shabek ら
は CTH が OsD14 と蛍光性 SL アゴニストの加水分解酵素反応を阻害するとともに、この
系に D53 を加えると、OsD14 の SL 加水分解酵素活性が回復することを報告している。こ
れらのことは、D14-D3 複合体には、いくつかの結合様式が存在し、植物は D14-D3 複合体
の結合様式を切り替えることで D53 のユビキチン化と SL の加水分解を制御している可能
性を示唆している。しかし、D14 による SL の受容と加水分解の関係は依然不明のままで
ある。そこで本章では、D14 の SL シグナル伝達状態を誘導している化学シグナルを明ら
かにするとともに、D14 の SL 加水分解酵素活性の意義について追究することにした。  
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図7：現在までに提唱されたD14によるSL受容メカニズム。
ⅰの経路；2013年に提唱された仮説 (Nakamura et al. 2013)。
ⅱの経路；2016年に提唱された仮説 (Yao et al. 2016)。
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図8：AtD14-D3-ASK1複合体の結晶構造 (Yao et al. 2016)。AtD14
を青色、D3を緑色、ASK1を黄色のリボンモデルで示すとともに、
CLIMを球状で表示した (PDB code；5HZG)。
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1-2. 結果  
1-2-1. D14 の SL シグナル伝達状態を誘導する化学シグナルの同定  
 本研究室の先行研究において、DSF 法を用いた D14 ファミリーと SL および SL 関連化
合物の相互作用解析が行われた。GR5 は、A、B 環をもたない SL 合成アナログとして知ら
れており、D 環の C-2′の立体が R 体である (+)-GR5 は、S 体である (−)-GR5 と比較して、枝
分かれ抑制活性が顕著に高い  (Umehara et al. 2015) (図 9A)。本研究の相互作用解析でも、
(+)-GR5 は天然 SL の一種である 5-デオキシストリゴール  (5-deoxystrigol：5DS) (図 1) と
同様に D14 の熱変性温度を低下させたが、(−)-GR5 ではこの作用が顕著に弱かった  (図 9B、
C)。また、D14 による SL の加水分解酵素反応産物である ABC-FTL と HMB については、
どちらも D14 の熱変性温度を低下させなかった  (図 9D)。加えて、MeCLA は AtD14 の熱
変性温度を低下させる一方で、CL および CLA ではこの作用が認められないことが報告さ
れている  (Abe et al. 2014)。これらの結果は、化合物の生物活性と D14 の熱変性温度の低
下作用には相関があることを示しており、DSF 法において観察される D14 の不安定化は
D14 の SL シグナル伝達状態と密接に関連することを示唆している。また、生物活性を有
する SL が OsD14 と D3 の相互作用を促進するという報告を考慮すると、D14 の不安定化
は、その他のシグナル伝達因子との結合に関係していると予想される  (Zhao et al. 2015)。
Shabek らが述べているように、D3 の CTH が V 字型の lid 構造が開いたままの D14 に結合
し、D53 と SL の分解を制御している可能性も否定できないが、上記の傾向を踏まえると、
D14 による SL シグナル伝達には、D14 の不安定化といった劇的な構造変化が重要だと考
えられる。  
 
a) AtD14 と GR24 の加水分解酵素反応および相互作用の経時的な同時解析  
 上記のように、D14 による SL 受容メカニズムを明らかにするうえで、DSF 法は効果的
なツールになり得ると予想される。特に、DSF 法において観察される D14 の不安定化は、
D14 の SL シグナル伝達状態と関係が深いことから、D14 が SL 加水分解酵素反応のどのタ
イミングで不安定化するのかが分かれば、SL シグナルを伝達している化学シグナルを明ら
かにすることができるかもしれない。そこで、D14 と SL を混合したサンプルについて、
LC-MS/MS による基質および生成物の定量分析と DSF 法による受容体とリガンドの相互
作用解析を組み合わせた経時的な同時試験を実施した。まず初めに、本研究室の先行研究
において確立済みの実験系に従い、AtD14 をマルトース結合タンパク質  (maltose binding 
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protein：MBP) との融合タンパク質として大腸菌にて発現し、その後、各種アフィニティ
ーカラムによって精製した。作製した AtD14 と終濃度 40 M の GR24 を混合した複数のサ
ンプル  (タンパク質のモル数：基質のモル数＝1：6) を調製し、それぞれ、0、0.25、0.5、
1、2、4 時間の加水分解酵素反応を行った。反応時間が 4 時間に満たないものについては
混合前に予めインキュベーションを行い、合計試験時間を 4 時間に統一した。試験の概略
を図 10 に示すとともに、詳細を実験材料・方法に記載した。加水分解酵素反応の終了後、
反応溶液に含まれる GR24 および GR24 の加水分解酵素反応産物を LC-MS/MS を用いて定
量するとともに、反応溶液の一部を DSF 法による相互作用解析に供した。  
 本試験の結果、0 から 4 時間にかけて GR24 の減少が観察され、4 時間後の GR24 の濃度
は 0.05 M 以下になっていた  (図 11A)。それに伴って、ほぼ等しいモル数の ABC-FTL と
HMB が同じ速度で生成され、D 環部由来の化合物である HMB の生成が遅延する傾向は認
められなかった。一方で、DSF 法による相互作用解析では、AtD14 の熱変性温度の低下は
GR24 の加水分解酵素反応の開始時が最大であった  (図 11B)。そして、反応溶液中の GR24
の減少に伴って、その熱変性温度の低下は観察されなくなり、4 時間後には GR24 を添加
しなかった場合と同様の熱変性温度を示した。  
 de Saint Germain らは、RMS3 と蛍光性 SL アゴニストの加水分解酵素反応試験の結果か
ら、RMS3 はシングルターンオーバー酵素であると推測し、その根拠として、加水分解酵
素反応によって生じる D 環部由来の化合物が触媒三つ組残基の His に共有結合することを
挙げている。しかし、本試験では AtD14 と GR24 をモル数比 1：6 で混合したが、AtD14 に
よってほぼ全ての GR24 が加水分解された。したがって、AtD14 は GR24 に対してシング
ルターンオーバー酵素ではないと考えられた。加えて、本試験において、ほぼ等しいモル
数の ABC-FTL と HMB が同じ速度で生成されたことから、D 環部由来の化合物が AtD14 の
触媒三つ組残基の His に共有結合するとしても、その状態は長く続かないことが予想され
る。一般的に、/-hydrolase ファミリーのタンパク質による加水分解酵素反応は活性化し
た触媒三つ組残基の Ser の水酸基による求核攻撃から始まる  (Mindrebo et al. 2016)。D14 と
SL の加水分解酵素反応は非常に遅いことが報告されているが、本試験の結果を踏まえる
と、AtD14 と GR24 の場合では、この反応の遅さは GR24 に対する AtD14 の第一反応の攻
撃性に原因があるかもしれない。一方で、LC-MS/MS を用いた経時的な定量分析に加えて、
DSF 法による相互作用解析において、AtD14 の熱変性温度の低下は GR24 の加水分解酵素
反応の開始時が最大であるとともに、GR24 の減少に伴って AtD14 の熱変性温度の低下が
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観察されなくなったことから、AtD14 の熱変性温度を低下させている化学シグナルは GR24
であることが示唆された。GR24 の量と AtD14 の熱変性温度の低下の程度の間には高い相
関が認められることも、AtD14 の熱変性温度の低下させる化学シグナルは AtD14 による
GR24 の加水分解酵素反応の中間体や生成物ではなく GR24 そのものであることを示唆し
ている  (図 11C)。  
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b) DSF 法の解析操作における AtD14 と GR24 の加水分解酵素反応の進行の評価  
 上記の試験によって、AtD14 の熱変性温度の低下させている化学シグナルは GR24 その
ものであることが示唆された。しかし、DSF 法による相互作用解析では、タンパク質の熱
変性温度を計測する仕様上、徐々にサンプルの温度を上昇させていく必要がある。そのた
め、実際には同じサンプルの一部を使用した LC-MS/MS による定量分析との間に試験の開
始時間の差が生じており、DSF 法に供したサンプルでは、AtD14 と GR24 の加水分解酵素
反応がより進行している可能性を否定できない。そこで、AtD14 の熱変性が充分に生じた
と考えられる温度になった時点でサンプルを回収し、反応溶液に含まれる GR24 を定量す
ることで DSF 法の解析操作における AtD14 と GR24 の加水分解酵素反応の進行を評価し
た。本試験では、GR24 と AtD14 または SL 加水分解酵素活性が顕著に低下している AtD14 
S97A (S97A 変異体 ) を混合した後、DSF 法による相互作用解析に供した。反応溶液の解析
温度が 60°C に達した時点でサンプルを回収し、LC-MS/MS によって GR24 を定量した。こ
の際、対照区として、基質とタンパク質を混合した後、DSF 法による相互作用解析に供さ
なかったサンプルを調製した。  
 本試験の結果、野生型 AtD14 と S97A 変異体のどちらにおいても、60°C で回収したサン
プルでは、DSF 法による相互作用解析に供さなかった場合と比較して、反応溶液中に含ま
れる GR24 は減少していた。また、60°C で回収したサンプルの間で比較すると、野生型
AtD14 を用いた場合、S97A 変異体を用いた場合よりも反応溶液中に含まれる GR24 は減少
していた  (図 12)。  
 これらのことから、DSF 法の解析操作では、徐々にサンプルの温度を上昇させていく過
程で非酵素的に GR24 が減少するとともに、AtD14 による GR24 の加水分解酵素反応がわ
ずかに進行することが明らかになった。  
 
c) AtD14 とデブラノンの加水分解酵素反応試験  
 上記の問題点を踏まえ、D14 と SL の加水分解酵素反応および相互作用を観察する別の
アプローチとして、D14 によって加水分解されにくい SL を利用した。すなわち、D14 によ
って加水分解されにくい SL は、DSF 法の解析操作の間も安定であると考えられる。更に、
D14 の熱変性温度を低下させている化学シグナルが SL であるならば、このような SL は、
D14 の熱変性温度を長く低下させることができるはずである。デブラノン  (debranones) は、
エノールエーテルをもたないタイプの SL アゴニストとして知られており、D 環がフェノ
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キシ置換基に結合した構造をもつ  (Fukui et al. 2011; Fukui et al. 2013; Scaffidi et al. 2014) 
(図 13A)。これらのうち、Br-PMF と CN-PMF は AtD14/OsD14 および MAX2/D3 依存的に枝
分かれを抑制することが示されている。また、GR24 と同様に、デブラノンは AtD14-D3-
ASK1 複合体形成を誘導し、D 環部由来の化合物が AtD14 の触媒三つ組残基の His に共有
結合する  (Yao et al. 2016)。一方で、デブラノンはその化学構造から、SL と比較して、D14
によって加水分解されにくいと考えられる。そこで、AtD14 のデブラノンに対する加水分
解酵素活性を評価するとともに、AtD14 とデブラノンの相互作用を解析することにした。
本試験では、AtD14 と終濃度 10 M の GR24、Br-PMF、CN-PMF をそれぞれ混合して加水
分解酵素反応を行った後、LC-MS/MS によって各基質を定量した。対照区として、野生型
AtD14 の代わりに S97A 変異体を用いたサンプルを用意した。  
 本試験の結果、AtD14 の加水分解酵素活性は、GR24 に対する場合と比較して、Br-PMF
と CN-PMF のどちらに対しても顕著に低下していた。また、S97A 変異体の加水分解酵素
活性は、全ての基質に対して顕著に低下していた  (図 13B)。  
 したがって、Br-PMF と CN-PMF は AtD14 によって加水分解されにくいことが明らかに
なった。本結果とデブラノンが生物活性を有することを併せて考えると、SL シグナル伝達
に D14 による SL の加水分解を必要とする CLIM 説はあまり合理的ではないと考えられた。 
 
d) DSF 法による CN-PMF と AtD14/OsD14 の相互作用解析  
 Br-PMF は、D14 の熱変性温度を低下させることが報告されている  (Zhao et al. 2015)。そ
こで、CN-PMF についても D14 の熱変性温度を低下させることが出来るのか否かを調べる
ことにした。本試験では、DSF 法によって AtD14 と CN-PMF の相互作用を解析した。ま
た、AtD14 と同様の実験系を用いて発現・精製した OsD14 についても解析した。並行して、
GR24 と同様に、DSF 法の解析操作における AtD14 と CN-PMF の加水分解酵素反応の進行
についても評価した。  
 本試験の結果、CN-PMF は AtD14 と OsD14 のどちらの熱変性温度も顕著に低下させた  
(図 14A)。一方で、CN-PMF は DSF 法の解析操作の間も AtD14 によって加水分解されにく
く、GR24 と比較して極めて安定であった  (図 14B)。  
 本試験において、CN-PMF によって誘導される AtD14 の熱変性温度の低下は、非常に明
らかであった。また、CN-PMF は AtD14 に加水分解されにくいことから、D14 と SL の加
水分解酵素反応および相互作用を観察するために、以下の試験に CN-PMF を利用すること
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にした。  
 
e) AtD14 と CN-PMF の加水分解酵素反応および相互作用の経時的な同時解析  
 AtD14 と終濃度 40 M の CN-PMF を混合した複数のサンプルを調製し、それぞれ、0、
0.5、1、2、4 時間の加水分解酵素反応を行った。反応時間が 4 時間に満たないものは混合
前に予めインキュベーションを行い、合計試験時間を 4 時間に統一した。また、CN-PMF
を添加した場合の AtD14 の熱変性温度の低下の程度は、同じ濃度の GR24 を添加した場合
と比較すると弱いため、同様の試験を終濃度 200 M の CN-PMF についても実施した  (図
14A) (Abe et al. 2014)。AtD14 と終濃度 200 M の CN-PMF の加水分解酵素反応は、0、0.5、
1、2、4、6 時間実施し、合計試験時間は 6 時間に統一した。それぞれの加水分解酵素反応
の終了後、反応溶液に含まれる CN-PMF および CN-PMF の加水分解酵素反応産物を LC-
MS/MS によって定量するとともに、反応溶液の一部を DSF 法による相互作用解析に供し
た。  
 本試験の結果、反応開始から終了まで CN-PMF は減少したが、その減少の様子は GR24
と比較すると緩やかだった  (図 15A、C)。CN-PMF の加水分解酵素反応産物については、
GR24 の 場 合 と 同 様 に 、 ほ ぼ 等 し い モ ル 数 の ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゼ ン ニ ト リ ル  
(hydroxybenzenenitrile：HBN) と HMB が同じ速度で生成され、HMB の生成が遅延する傾向
は認められなかった。一方で、DSF 法による相互作用解析では、GR24 と同様に、AtD14 の
熱変性温度の低下は CN-PMF の加水分解酵素反応の開始時が最大であった  (図 15B、D)。
そして、この熱変性温度の低下は GR24 と比較して長く維持された。AtD14 の熱変性温度
の低下は、200 M の CN-PMF を添加した場合に観察しやすく、CN-PMF の量と AtD14 の
熱変性温度の低下の程度の間には高い相関が認められた  (図 15D、E)。  
 AtD14 によって加水分解されにくい SL アゴニストである CN-PMF が AtD14 の熱変性温
度の低下を長く誘導したこと、そして、GR24 と同様に、CN-PMF の量と AtD14 の熱変性
温度の低下の程度の間にも高い相関が認められたことから、CN-PMF を添加した場合も
AtD14 の熱変性温度を低下させた化学シグナルは CN-PMF そのものであると考えられる。
したがって、CLIM 説とは異なり、GR24 と CN-PMF の結果は、D14 の構造変化を誘導する
化学シグナルは、SL の加水分解酵素反応の中間体や生成物ではなく、SL そのものである
ことを示唆している。また、本試験においても、ほぼ等しいモル数の HBN と HMB が同じ
速度で生成されたことから、GR24 の場合と同様に、AtD14 の触媒三つ組残基の His に対す
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る D 環部由来の化合物の共有結合は長く形成されないと考えられる。このような短命な中
間体が、その他のシグナル伝達因子との結合に求められるような D14 の劇的な構造変化を
誘導しているとは考えにくい。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図12：DSF法の解析操作におけるAtD14とGR24の加水分解酵素反応の進
行の評価。縦軸はGR24の濃度を示す。WTは野生型AtD14、S97AはS97A
変異体を示すとともに、startはDSF法による相互作用解析に供さなかっ
たサンプル、60˚CはDSF法による相互作用解析の温度が60˚Cに達した時
点で回収したサンプルを示す。平均値±SD (n = 3)。異なる文字間に
Tukey’s HSD検定において5%水準の有意差あり。
31
ab a
b
c
図13：AtD14とデブラノンの加水分解酵素反応試験。A；デブラノンの
化学構造。B；デブラノンに対するAtD14の加水分解酵素活性。GR24に
対する野生型AtD14の加水分解酵素活性を100%とした相対値で示す。
WTは野生型AtD14、S97AはS97A変異体を示す。平均値±SD (n = 3)。
異なる文字間にTukey’s HSD検定において5%水準の有意差あり。
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図14：DSF法によるCN-PMFとD14の相互作用解析。A；CN-PMF添加時
のAtD14 (左) またはOsD14 (右) の融解温度曲線。controlはアセトンを添
加したものを示す。B；DSF法の解析操作におけるAtD14とCN-PMF (40
mM：左、200 mM：右) の加水分解酵素反応の進行の評価。縦軸はCN-
PMFの濃度を示す。WTは野生型AtD14、S97AはS97A変異体を示すとと
もに、startはDSF法による相互作用解析に供さなかったサンプル、60˚Cは
DSF法による相互作用解析の温度が60˚Cに達した時点で回収したサンプル
を示す。平均値±SD (n = 3)。異なる文字間にTukey’s HSD検定において
5%水準の有意差あり。
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図15：AtD14とCN-PMFの加水分解酵素反応および相互作用の経時的
な同時解析。A；40 mMのCN-PMFを用いた場合の各時間のCN-PMFお
よびCN-PMFの加水分解酵素反応産物の濃度。平均値±SD (n = 3)。
B；40 mMのCN-PMFを用いた場合の各時間の反応溶液におけるAtD14
の融解温度曲線。controlはアセトンを添加したものを示す。
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図15：AtD14とCN-PMFの加水分解酵素反応および相互作用の経時的な
同時解析。C；200 mMのCN-PMFを用いた場合の各時間のCN-PMFおよ
びCN-PMFの加水分解酵素反応産物の濃度。平均値±SD (n = 3)。D；
200 mMのCN-PMFを用いた場合の各時間の反応溶液におけるAtD14の融
解温度曲線。controlはアセトンを添加したものを示す。E；本試験におけ
るAtD14の融解温度曲線 (左)。本試験における各時間の蛍光強度 (44.1˚C)
とCN-PMFの濃度 (右)。平均値±SD (n = 3)。
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f) 質量分析を利用した AtD14 と GR24 の加水分解反応における AtD14 の化学修飾の経時
分析  
 緒言で述べたように、二つのグループが D14 の触媒三つ組残基の His に対する D 環部由
来の化合物の共有結合を観察している。しかし、これらの試験は、D14 と SL の加水分解
酵素反応における一点の時間で行われている。したがって、この D14 の化学修飾が時間と
ともにどのように変化するのか、そして、D14 の構造変化との間にどのような関係がある
のかは不明である。そこで、D14 と SL の加水分解酵素反応において、D14 タンパク質の質
量を経時的に分析することで、D14 の化学修飾の時間的な変化の様子および D14 の構造変
化との関係を明らかにすることにした。本試験では、AtD14 と終濃度 40 M の GR24 を混
合した複数のサンプルを調製し、それぞれ、0、0.25、0.5、1、2、4 時間の加水分解酵素反
応を行い、反応溶液を液体クロマトグラフィー質量分析法  (liquid chromatography mass 
spectrometry：LC-MS) を用いて分析した。なお、1 時間の加水分解酵素反応を行ったもの
については、等量のアセトニトリルを加えることによって AtD14 を変性させたサンプルも
LC-MS に供した。  
 本試験の結果、全てのサンプルにおいて、MBP 融合 AtD14 (平均分子量  74521.4) を由来
とする質量を示すマススペクトルおよび MBP 融合 AtD14 の質量+98±5 Da を示すマススペ
クトルが検出された  (図 16)。これらのマススペクトルは、AtD14 の変性の有無に関わらず
認められた。質量が大きいマススペクトルは、質量が小さいマススペクトルの存在に対し
て、0 から 0.25 時間にかけて増加したが、4 時間に向けて徐々に減少していった。  
 本試験において検出された MBP 融合 AtD14 の質量+98±5 Da を示すマススペクトルは、
D 環部の分子量が約 97 であることから、二つのグループが報告している D14 の触媒三つ
組残基の His に D 環部由来の化合物が共有結合したものだと予想される。したがって、
AtD14 と GR24 の加水分解酵素反応中にも、このようなタンパク質修飾は生じていること
になる。しかし、AtD14 は GR24 に対してシングルターンオーバー酵素ではないことから、
AtD14 に結合した D 環部由来の化合物は長く留まることなく反応溶液中に遊離する可能性
が高い。更に、MBP 融合 AtD14 の質量+98±5 Da の存在は、MBP 融合 AtD14 の存在に対し
て、0 から 0.25 時間にかけて増加しており、GR24 を添加したときの AtD14 の熱変性温度
の低下の様子  (図 11B) と一致しない。このことは、GR24 の加水分解酵素反応の中間体は
AtD14 の熱変性温度を低下させている化学シグナルではないことを示唆している。  
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g) 質量分析を利用した HMB 添加による AtD14 の化学修飾の分析  
 AtD14 と GR24 の加水分解酵素反応を 4 時間行ったサンプルでは、ほぼ全ての GR24 が
加水分解され、等しいモル数の ABC-FTL と HMB が反応溶液中に遊離しているはずであ
る。しかし、上記の試験では、AtD14 と GR24 の加水分解酵素反応を 4 時間行ったサンプ
ルにおいて、MBP 融合 AtD14 の質量+98±5 Da を示すマススペクトルがわずかに検出され
た。したがって、AtD14 と GR24 の加水分解酵素反応に依存しないタンパク質の修飾が存
在する可能性がある。そこで、AtD14 と HMB を混合したサンプルを LC-MS に供すること
にした。  
 本試験の結果、AtD14 と 40 M の HMB を混合した場合は MBP 融合 AtD14 の質量を示
すマススペクトルのみが検出されたが、AtD14 と 400 M の HMB を混合した場合にはわず
かながら MBP 融合 AtD14 の質量+99 Da のマススペクトルが検出された  (図 17)。  
 したがって、HMB を単独で添加した場合にも AtD14 が修飾されることが明らかになっ
た。一方、本試験では、AtD14 を修飾するためには高濃度の HMB が必要であった。D14 に
よる SL の加水分解酵素反応によって生じた HMB は D14 の活性ポケットに留まる可能性
があることから、このようにして生じた HMB は本試験のような外因性の HMB よりも
AtD14 を修飾しやすいことが考えられる。いずれにせよ、本結果は、D14 と SL の加水分解
酵素反応において観察される D14 の化学修飾が、SL の加水分解酵素反応の中間体である
か、または、SL の加水分解酵素反応産物である HMB が結合したものであるか、という二
つの区別が困難であることを示していた。  
 
h) 質量分析を利用した AtD14 と CN-PMF の加水分解酵素反応における AtD14 の化学修飾
の経時分析  
 上記の試験によって、GR24 による AtD14 の化学修飾は、AtD14 のシグナル伝達状態と
は関係がないことが示唆された。そこで、この傾向をより詳細に観察するため、AtD14 に
よって加水分解されにくい CN-PMF を用いて同様の試験を行うことにした。本試験では、
AtD14 と終濃度 40 または 200 M の CN-PMF を混合した複数のサンプルを調製し、それぞ
れ、0、0.25、0.5、1、2、4 時間の加水分解酵素反応を行い、反応溶液を LC-MS を用いて
分析した。  
 本試験の結果、全てのサンプルにおいて、MBP 融合 AtD14 を由来とする質量を示すマス
スペクトルが検出された。また、0.25 時間以降のサンプルでは、MBP 融合 AtD14 の質量
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+92±4 Da を示すマススペクトルが検出された。このマススペクトルは、MBP 融合 AtD14
を示すマススペクトルの存在に対して、4 時間に向けて増加していった  (図 18)。  
 0.25 時間以降のサンプルで検出された MBP 融合 AtD14 の質量+92±4 Da を示すマススペ
クトルは、GR24 の場合と同様に、AtD14 の触媒三つ組残基の His に D 環部由来の化合物
が共有結合したものだと予想される。このマススペクトルの存在は、MBP 融合 AtD14 のマ
ススペクトルの存在に対して、4 時間に向けて増加しており、CN-PMF 添加したときの
AtD14 の熱変性温度の低下の様子  (図 15B、D) と一致しない。したがって、本試験の結果
は、CN-PMF の加水分解反応中間体は AtD14 の熱変性温度を低下させている化学シグナル
ではないことを示唆している。これによって、D14 のシグナル伝達状態を誘導しているの
は SL そのものであることが改めて支持された。  
 
i) AtD14 と再添加 GR24 の加水分解酵素反応および相互作用の解析  
 AtD14 と GR24 の加水分解酵素反応および相互作用の経時的な同時解析において、GR24
を添加したときの AtD14 の熱変性温度の低下は基質の消費とともに観察されなくなった。
基質がほぼ全て消費されたときに、AtD14 は GR24 を添加しなかった場合と同程度の熱変
性温度を示したことから、GR24 によって誘導される AtD14 の構造変化は可逆的であると
考えられる。このことを検証するために、初めに添加した SL を全て消費した後の AtD14
に再度 SL を添加し、これらの加水分解酵素反応および相互作用を解析することにした。
本試験では、AtD14 と終濃度 40 M の GR24 の加水分解酵素反応を 4 時間実施した後、再
度、終濃度 40 M になるように GR24 を添加した。このサンプルは、DSF 法による相互作
用解析に供するとともに、更に 0、2、4、8 時間の加水分解酵素反応を行い、反応終了後、
反応溶液に含まれる GR24 を LC-MS/MS によって定量した。対照区として、AtD14 単独で
4 時間インキュベーションしたサンプルに GR24 を添加した後、同様に、DSF 法による相
互作用解析に供するとともに、GR24 の加水分解酵素反応の進行を評価した。  
 その結果、一度全ての GR24 を消費した AtD14 に再度 GR24 を添加した場合にも AtD14
の熱変性温度の低下が観察された  (図 19A)。また、この熱変性温度の低下の様子は、AtD14
単独で 4 時間インキュベーションしたサンプルに GR24 を添加した場合と類似していた。
また、8 時間後には、再添加したほぼ全ての GR24 が AtD14 によって加水分解された  (図
19B)。  
 したがって、一度 GR24 と相互作用した AtD14 も再度 GR24 と相互作用可能であること
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が明らかになった。また、この AtD14 は GR24 加水分解酵素活性を維持していた。これら
のことから、AtD14 の構造変化が可逆的であること、AtD14 はシングルターンオーバー酵
素ではないことが改めて示された。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
+98
図16：質量分析を利用したAtD14とGR24の加水分解反応における
AtD14の化学修飾の経時分析。A；AtD14とGR24の加水分解酵素反応
を1時間行った場合のAtD14のマススペクトル (左：非変性、右：変性)。
B；各時間におけるAtD14のマススペクトル。
+98
A
B
native denatured
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図17：質量分析を利用したHMB添加によるAtD14の化学修飾の分析。
controlはアセトンを添加したものを示す。
+99
control HMB (40 mM) HMB (400 mM)
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図18：質量分析を利用したAtD14とCN-PMFの加水分解酵素反応における
AtD14の化学修飾の経時分析。A；40 mMのCN-PMFを用いた場合の各時間
におけるAtD14のマススペクトル。B；200 mMのCN-PMFを用いた場合の
各時間におけるAtD14のマススペクトル。
B CN-PMF (200 mM)
A CN-PMF (40 mM)
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図19：AtD14と再添加GR24の加水分解酵素反応および相互作用の解析。
A；はじめの4時間をGR24とインキュベーションしたAtD14 (左) または
インキュベーションしなかったAtD14 (右) にGR24を再添加した場合の
各融解温度曲線。controlはアセトンを添加したものを示す。B；各時間
のGR24の濃度。平均値±SD (n = 3)。
ー：control
ー：40 mM GR24
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j) 小括  
 本節では、DSF 法において観察される D14 の不安定化は、D14 の SL シグナル伝達状態
と関係が深いという先行研究に基づき、D14 が SL の加水分解酵素反応のどのタイミング
で不安定化しているのかを明らかにすることで、SL シグナルを伝達している化学シグナル
を追究した。まず、AtD14 と GR24 の加水分解酵素反応の進行を経時的に分析したところ、
AtD14 は 6 倍のモル数の GR24 をほぼ全て加水分解した。そして、GR24 を加水分解した
AtD14 に再度 GR24 を添加した場合にも、AtD14 は同様に GR24 を加水分解した。したが
って、AtD14 は少なくとも GR24 に対しては、de Saint Germain らが提唱するようなシング
ルターンオーバー酵素ではないと考えられる。de Saint Germain は RMS3 の SL 加水分解酵
素活性の評価に蛍光性 SL アゴニストを使用した。そして、蛍光の検出から加水分解の進
行を評価しており、基質および生成物について定量したわけではない。したがって、何ら
かの要因によって、RMS3 の SL 加水分解酵素活性を正しく評価できなかった可能性もあ
る。  
 また、本節では AtD14 と GR24 との加水分解酵素反応における AtD14 タンパク質の質量
を分析した。そして、二つのグループが報告している D 環部由来の化合物による AtD14 の
化学修飾を検出した。AtD14 が 6 倍のモル数の GR24 をほぼ全て加水分解することを踏ま
えると、この反応中間体は短命であると予想される。そのような短命な中間体が、D14 の
構造変化を誘導している化学シグナルであるというのは合理的ではない。本節では、加水
分解酵素反応の進行を評価するのと同時に、DSF 法によって AtD14 と GR24 の相互作用の
変化を解析した。これまでに報告されている DSF 法による D14 と SL の相互作用解析で
は、サンプルの混合後すぐに試験に供するため、本試験のような経時的な相互作用解析が
行われた実例はない。本試験では、基質である GR24 の量と AtD14 の熱変性温度の低下の
様子の間に高い相関が認められた。この結果は、AtD14 の不安定化状態、すなわち AtD14
の SL シグナル伝達状態を誘導している化学シグナルは GR24 の加水分解酵素反応の中間
体や生成物ではなく、GR24 そのものであることを示している。また、上記のように、本節
では AtD14 の化学修飾を検出しているが、この AtD14 の化学修飾の存在は AtD14 の熱変
性温度の低下の様子と一致しなかった。反応中間体は短命であることから考えても、この
タンパク質修飾は GR24 の加水分解酵素反応の過程の一つに過ぎない可能性が高い。本節
では、いくつかの試験において、GR24 の代わりに AtD14 によって加水分解されにくい SL
アゴニストである CN-PMF を用いた。CN-PMF の場合も、基質である CN-PMF の量と AtD14
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の熱変性温度の低下の様子の間には高い相関が認められた。また、GR24 の場合と同様に、
CN-PMF の加水分解酵素反応において、AtD14 の化学修飾が検出されたが、やはり、この
修飾の存在は AtD14 の熱変性温度の低下の様子と一致しなかった。この結果から、D14 の
SL シグナル伝達状態を誘導している化学シグナルは SL そのものであることが改めて支持
された。  
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1-2-2. 点変異導入 AtD14 の機能解析  
 前節では、D14 の SL シグナル伝達状態を誘導している化学シグナルが SL そのものであ
ることを実証した。一方、本研究室の先行研究において、AtD14 の触媒三つ組残基をそれ
ぞれ Ala に置換した点変異導入 AtD14 の機能解析が行われた  (図 20A)。これらの点変異導
入 AtD14 のうち、S97A 変異体および AtD14 H247A 変異体  (H247A 変異体 ) を組換えタン
パク質として発現・精製した後、SL との加水分解酵素反応に供したところ、その SL 加水
分解酵素活性は顕著に低下していた  (図 20B)。また、atd14 変異体において、これらの点
変異導入タンパク質を恒常的に過剰発現させても、その枝分かれ過剰な表現型を相補する
ことはできなかった。本結果は、6×HA タグ融合タンパク質として、これらの変異導入 AtD14
を発現させた既報の相補試験の結果とも一致している  (de Saint Germain et al. 2016)。本研
究室の先行研究では、これまでに報告がない、触媒三つ組残基の Asp を Ala に置換した
AtD14 D218A 変異体  (D218A 変異体 ) の機能解析も行った  (瀬戸、植物化学調節学会第 50
回大会 ) (図 20A)。興味深いことに、同様の試験において、D218A 変異体は S97A 変異体や
H247A 変異体と同じく SL 加水分解酵素活性が顕著に低下していたが、atd14 変異体の表
現型を相補することができた  (図 20B)。また、DSF 法によって、これらの点変異導入タン
パク質と SL の相互作用を解析した。その結果、SL を添加しても S97A 変異体および H247A
変異体の熱変性温度に変化は認められなかったが、SL 依存的に D218A 変異体の熱変性温
度はわずかに低下する傾向が観察された  (図 20C)。そこで、Y2H 法によって、これらの点
変異導入タンパク質と SL シグナル伝達におけるリプレッサータンパク質として機能する
SMXL7 の相互作用が解析された  (図 20A)。その結果、S97A 変異体と H247A 変異体は、
SL の有無に関わらずに SMXL7 と相互作用することができなかった。一方で、D218A 変異
体は、野生型 AtD14 と同様に、5DS または MeCLA を添加した場合に SMXL7 と相互作用
した。これらの結果は、D218A 変異体は SL 加水分解酵素活性が顕著に低下しているにも
関わらず、SL シグナルを伝達できることを示唆している。そこで、本研究では、D218A 変
異体の詳細な機能解析を行うことにした。並行して、AtD14 の触媒三つ組残基の Ser を Cys
に置換した AtD14 S97C 変異体  (S97C 変異体 ) の機能解析を行い、D14 の SL 加水分解酵
素活性の意義について追究した  (図 20A)。  
 
 
 
図20：点変異導入AtD14の機能解析。A；点変異導入AtD14のモデル図。
B；現在までに判明している点変異導入AtD14の機能。C；5DS添加時の
各点変異導入AtD14の融解温度曲線。controlはアセトンを添加したもの
を示す。
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a) 酵母スリーハイブリッド法による D218A 変異体と MAX2 の相互作用解析  
 Y2H 法によって、SL 依存的に D218A 変異体と SMXL7 が相互作用することが明らかに
なったが、D218A 変異体に生じた立体構造の変化が、その他のシグナル伝達因子である
MAX2 との相互作用にどのような影響を与えているかは不明である。そこで、酵母スリー
ハイブリッド  (yeast three-hybrid：Y3H) 法によって、F-box タンパク質と結合する ASK1 発
現下における D218A 変異体と MAX2 の相互作用を解析することにした。本試験では、本
研究室の先行研究において確立された Y3H 法の実験系に従い、野生型 AtD14 または D218A
変異体を転写活性化ドメインとの融合タンパク質、MAX2 を DNA 結合ドメインとの融合
タンパク質として、ASK1 とともに酵母内にて共発現させた。これらの酵母を GR24 また
は 5DS を添加した選択培地上で生育させることで、D218A 変異体と MAX2 の相互作用に
ついて評価した。  
本試験の結果、野生型 AtD14 と D218A 変異体のどちらを発現させた場合も SL 依存的に
酵母が生育することが観察された。また、これらの酵母の生育は ASK1 の発現下でのみ観
察された  (図 21)。  
 本試験によって、D218A 変異体は MAX2 と相互作用できること、そして、この相互作用
には SL が必須であることが示された。また、これらの相互作用が ASK1 の発現下でのみ
観察された理由として、ASK1 は F-box タンパク質と結合することから、ASK1 が酵母内で
の MAX2 の発現や安定化に寄与していることが考えられる。  
 
b) D218A 変異体を過剰発現させた atd14 max4 二重変異体の作製および GR24 投与試験  
 DSF 法によって観察された D218A 変異体の熱変性の様子は、D218A 変異体が野生型
AtD14 と比較して不安定であること示唆している  (図 20C)。したがって、D218A 変異体は
SL 非依存的に SL シグナルを伝達している可能性も否定できない。そこで、植物中におい
ても D218A変異体が SL依存的に SLシグナルを伝達しているか否かを調べることにした。
先行研究によってクローニングされた野生型 AtD14 および AtD14 D218A 遺伝子をカリフ
ラワーモザイクウイルスの 35S プロモーターが組み込まれた植物形質転換用 Binary ベク
ターpGWB2 (Nakagawa et al. 2007) に導入し、アグロバクテリウムによる形質転換法によ
って、atd14 max4 二重変異体に目的遺伝子を導入した。このシロイヌナズナから得た種子
を抗生物質添加培地でスクリーニングすることで、野生型 AtD14 または D218A 変異体を
過剰発現させた atd14 max4 二重変異体  (35S：AtD14：atd14 max4、35S：AtD14 D218A：atd14 
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max4) の独立した T3 世代のホモラインをそれぞれ 2 系統および 3 系統獲得した。続いて、
作製したラインにおいて目的タンパク質が発現していることを確認するために、AtD14 抗
体を用いてウエスタンブロッティングを行った。作製したホモラインについて目的タンパ
ク質の発現を確認後、終濃度 5 M になるように GR24 を添加した水耕液でこれらの植物
を生育し、枝分かれ数を測定した。  
 まず、ウエスタンブロッティングによって、作製したホモラインの全てにおいて目的タ
ンパク質の発現を確認することができた  (図 22A)。この際、D218A 変異体タンパク質の発
現量は、野生型 AtD14 と比較して低い傾向にあった。GR24 投与試験では、コントロール
の max4 変異体とともに、35S：AtD14：atd14 max4 および 35S：AtD14 D218A：atd14 max4
の全ての系統で、GR24 を添加することによって、枝分かれ過剰な表現型が抑制された  (図
22B)。  
 したがって、植物中においても D218A 変異体は SL 依存的に SL シグナルを伝達してい
ることが明らかになった。ウエスタンブロッティングの結果、D218A 変異体の発現は野生
型 AtD14 と比較して低かったにも関わらず、D218A 変異体を発現させた植物は、野生型
AtD14 を発現させた植物と同様に SL 依存的に枝分かれを抑制した。このことは、D218A
変異体を発現させた植物は、野生型 AtD14 を発現させた植物と比べて SL 高感受性になっ
ていることを示唆している。  
 
c) D218A 変異体を過剰発現させた atd14 max4 二重変異体の低濃度 GR24 投与試験  
 上記の試験によって、D218A 変異体を発現させた植物は、野生型 AtD14 を発現させた植
物と比べて SL 高感受性になっている可能性が示唆された。そこで、35S：AtD14 D218A：
atd14 max4 はより低濃度の GR24 に応答することができるか否かを調べることにした。本
試験では、終濃度 0.5 M になるように GR24 を添加した水耕液において、作製したホモラ
インを生育し、枝分かれ数を測定した。  
 本試験の結果、コントロールの max4 変異体、加えて、35S：AtD14：atd14 max4 と比較
して、35S：AtD14 D218A：atd14 max4 では顕著に枝分かれが抑制された  (図 23)。  
 したがって、D218A 変異体を発現させた植物は、野生型 AtD14 を発現させた植物と比べ
て SL 高感受性になっていることが明らかになった。この理由として、D218A 変異体の SL
加水分解酵素活性の低下によって、35S：AtD14 D218A：atd14 max4 中の SL が加水分解さ
れずに蓄積している可能性が考えられる。  
図21：Y3H法による野生型AtD14およびD218A変異体と
MAX2の相互作用解析。WTは野生型AtD14を示す。各組換え
酵母は、-Trp/Leu/Ura (-WLU) 培地または各化合物を添加した
-Trp/Leu/Ura/His (-WLUH) 培地で生育した。controlはアセト
ンを添加したものを示す。
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図22：35S：AtD14 D218A：atd14 max4の表現型解析。A；ウエスタン
ブロッティングによる目的タンパク質の発現確認。WTは野生型シロイ
ヌナズナを示す。B；5 mM GR24添加時の各シロイヌナズナの枝分かれ
数。平均値±SD (n = 8-12)。異なる文字間にTukey-Kramer検定におい
て5%水準の有意差あり。
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図23：35S：AtD14 D218A：atd14 max4の低濃度GR24投与試験。
0.5 mM GR24添加時の各シロイヌナズナの枝分かれ数を示す。平均値
±SD (n = 8-12)。異なる文字間にTukey-Kramer検定において5%水準
の有意差あり。
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d) S97C 変異体の機能解析における生化学試験  
 D218A 変異体と並行して、AtD14 の触媒三つ組残基の Ser を Cys に置換した S97C 変異
体の機能解析を行った。Cys のチオール基は Ser の水酸基と同様に求核性の反応を生じや
すい一方で、チオール基の硫黄原子は水酸基の酸素原子に比べて原子サイズが大きいため
に、His、Asp と触媒三つ組残基を形成できなくなることも予想される。したがって、この
ような点変異を導入することで、AtD14 の SL 加水分解酵素活性や atd14 変異体の相補性
に何らかの影響が生じる可能性もある。本試験では、まず始めに S97C 変異体の SL 加水分
解酵素活性を測定した。これまでと同様に、S97C 変異体を MBP 融合タンパク質として大
腸菌内にて発現した後、各種アフィニティーカラムによって精製した。作製した組換えタ
ンパク質を SDS-PAGE に供したところ、分子量 70,000 付近に単一のバンドが検出された  
(図 24A)。AtD14 の分子量が約 30,000、MBP の分子量が約 40,000 であることから、目的タ
ンパク質を得たと判断した。続いて、作製した S97C 変異体と終濃度 1 M の 5DS の加水
分解酵素反応を行い、S97C 変異体の SL 加水分解酵素活性を評価した。SL 加水分解酵素活
性は、LC-MS/MS によって SL 加水分解酵素反応産物である ABC-FTL を定量することで評
価した。本試験では、対照区として、野生型 AtD14、S97A 変異体、MBP タグを用いた。
続いて、DSF 法による S97C 変異体と 5DS の相互作用解析も実施した。  
 各タンパク質と終濃度 1 M の 5DS の加水分解酵素反応の結果、野生型 AtD14 と 5DS を
混合したときには ABC-FTL が検出されたが、S97C 変異体、S97A 変異体、MBP タグと 5DS
をそれぞれ混合しても ABC-FTL はほぼ検出されなかった  (図 24B)。また、DSF 法による
相互作用解析では、5DS を添加した場合に S97C 変異体の熱変性温度がわずかに低下した  
(図 24C)。  
 本試験によって、S97C 変異体の SL 加水分解酵素活性は、野生型 AtD14 と比較して顕著
に低下している一方で、S97C 変異体と 5DS はわずかに相互作用できることが明らかにな
った。これまでに、RMS3 の触媒三つ組残基の Ser を Cys に置換した RMS3 S96C の機能解
析が行われている  (de Saint Germain et al. 2016)。その中で、RMS3 S96C の蛍光性 SL アゴ
ニストに対する加水分解酵素活性が調べられており、その活性は顕著に低下していた。ま
た、DSF 法による RMS3 S96C と蛍光性 SL アゴニストの相互作用も解析されており、RMS3 
S96C と蛍光性 SL アゴニストはわずかに相互作用可能であることも分かっている。したが
って、本試験の結果は RMS3 S96C における結果と一致している。  
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e) S97C 変異体を過剰発現させた atd14 変異体の表現型解析  
 続いて、植物中における S97C 変異体の機能を調べることにした。現在までに、6×HA タ
グ融合タンパク質として S97C 変異体を発現させた atd14 変異体の表現型が観察されてい
る  (de Saint Germain et al. 2016)。この試験において、S97C 変異体は atd14 変異体の表現型
を相補することができなかった。そこで本試験では、6×HA タグの影響を考慮して、単体
の S97C 変異体を過剰発現させた atd14 変異体  (35S：AtD14 S97C：atd14) を作製し、その
表現型を観察することにした。先行研究によってクローニングされた AtD14 S97C の遺伝
子を植物形質転換用 Binary ベクターpGWB2 に導入し、アグロバクテリウムを用いて、目
的遺伝子を atd14 変異体に導入した。この組換えシロイヌナズナから得た種子を抗生物質
添加培地でスクリーニングすることで、35S：AtD14 S97C：atd14 の独立したホモラインを
4 系統獲得した。ウエスタンブロッティングによって目的タンパク質の発現を確認後、作
製したホモラインを土壌栽培し、その表現型を観察した。本試験では、対照区として、野
生型シロイヌナズナ、atd14 変異体、本研究室の先行研究によって作製された 35S：AtD14：
atd14 を用いた。  
 ウエスタンブロッティングの結果、比較的発現が低い系統も観察されたが、全ての系統
で S97C 変異体タンパク質の発現を確認した  (図 25A)。続いて、35S：AtD14 S97C：atd14
の表現型を観察したところ、野生型シロイヌナズナおよび 35S：AtD14：atd14 と比較する
と枝分かれ数が増加していたが、atd14 変異体と比較すると枝分かれ数は減少していた  (図
25B)。また、atd14 変異体では、葉柄が短くなるとともに葉の形が丸みを帯びる表現型が観
察されるが、35S：AtD14 S97C：atd14 では、これらの表現型も相補する傾向にあった  (図
25C)。  
 本試験によって、S97C 変異体は atd14 変異体の表現型を部分的に相補することが明らか
になった。このことは、DSF 法による相互作用解析において、S97C 変異体と GR24 がわず
かに相互作用したことと一致している。6×HA タグ融合タンパク質として S97C 変異体を発
現させた atd14 変異体の報告例とは一致しなかったが、6×HA タグの影響を否定すること
ができないとともに、S97C 変異体による atd14 変異体の相補は部分的であることから生育
条件などによる違いが生じやすいのかもしれない  (de Saint Germain et al. 2016)。  
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図24：S97C変異体の機能解析における生化学試験。A；SDS-PAGEに
よる作製した組換えタンパク質の解析。Markerはタンパク質分子量マー
カー、WTは野生型AtD14を示す。B；終濃度1 mMの5DSに対する点変異
導入AtD14の加水分解酵素活性。WTは野生型AtD14を示す。野生型
AtD14を100%とした相対値で示す。平均値±SD (n = 3)。異なる文字間
にTukey’s HSD検定において5%水準の有意差あり。C；5DS添加時の
S97C変異体の融解温度曲線。controlはアセトンを添加したものを示す。
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図25：35S：AtD14 S97C：atd14の表現型解析。A；ウエスタンブ
ロッティングによる目的タンパク質の発現確認。WTは野生型シロイ
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分かれ数。WTは野生型シロイヌナズナを示す。平均値±SD (n = 8-
10)。異なる文字間にTukey-Kramer検定において5%水準の有意差あり。
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g) 小括  
 本節では、SL 加水分解酵素活性が顕著に低下している一方で、atd14 変異体の表現型を
相補することが知られている D218A 変異体に加えて、その機能があまり調べられていない
S97C 変異体の機能解析に取り組んだ。そして、D218A 変異体は SL 依存的に SL シグナル
を伝達していること、更には、D218A 変異体を発現させた植物は、SL 高感受性になってい
ることが明らかになった。D218A 変異体を発現させた植物が SL 高感受性になっている理
由として、D218A 変異体の SL 加水分解酵素活性の低下によって、植物中の SL が加水分
解されずに蓄積してしまっていることが予想される。このことは、D14 による SL の加水
分解が活性型 SL の不活性化に寄与していることを想起させる。また本節では、D218A 変
異体と同様に、SL 加水分解酵素活性が顕著に低下している S97C 変異体も部分的に SL シ
グナルを伝達することを明らかにした。D218A 変異体と S97C 変異体とは異なり、S97A 変
異体や H247A 変異体は SL 加水分解酵素活性が顕著に低下しているとともに、SL シグナ
ルを伝達することができない。D14 のアポ構造において、触媒三つ組残基の Ser と His は
活性ポケットの表面に位置しているのに対して、Asp は活性ポケットの表面とは接してい
ない。このことは、Ser と His は触媒三つ組残基を形成するだけではなく、リガンド  (基質 ) 
との直接的な相互作用に寄与していることを示唆している。したがって、触媒三つ組残基
の Ser または His を Ala に置換するような変異は、AtD14 と SL の相互作用そのものに影響
を及ぼしている可能性がある。本節における、D218A 変異体と S97C 変異体の機能解析に
よって、D14 の SL 加水分解酵素活性は D14 の SL シグナル伝達に必須ではないことが改
めて示唆された。  
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1-3. 考察  
 本章では、D14 の SL シグナル伝達状態を誘導している化学シグナルを明らかにすると
ともに、D14 の SL 加水分解酵素活性の意義について追究した。まず初めに、AtD14 と SL
の加水分解酵素反応および相互作用、更には AtD14 の化学修飾を経時的に調べることで、
D14 の SL シグナル伝達状態を誘導している化学シグナルは SL の加水分解酵素反応の中間
体や生成物ではなく SL そのものであることを明らかにした。続いて、SL 加水分解酵素活
性が顕著に低下している D218A 変異体と S97C 変異体の機能を解析することで、D14 の SL
シグナル伝達には D14 の SL 加水分解酵素活性は必須ではないことを明らかにした。  
 
 AtD14-D3-ASK1 複合体において観察された構造変化した AtD14 では、V 字型の lid 構造
を構成する四つのヘリックスが再配置されるとともに、触媒三つ組残基の Asp を含むル
ープ領域に相当する電子雲が観測されなかった。一方で、観察された活性ポケットの縮小
化は、CLIM のような小分子が D14 の構造変化を誘導していることを示唆している。しか
し、本章において、D14 の SL シグナル伝達状態を誘導している化学シグナルは SL そのも
のであることが示された。そこで、AtD14-D3-ASK1 複合体における AtD14 の構造変化につ
いて、その構造データ  (PDB code；5HZG) の再解析を行った。その結果、構造変化した
AtD14 では、Asp を含むループ領域の立体の変化によって、触媒三つ組残基の Ser を内包
する新たなポケットが生じていることが明らかになった  (図 26A)。また、AtD14 のアポ構
造の活性ポケットの大きさは 863 Å であるのに対して、この新しいポケットの大きさは 944 
Å であると推定された。分子ドッキング法によって、構造変化した AtD14 と GR24 または
CN-PMF の結合予測を行ったところ、どちらの分子も、その全体が AtD14 の新しいポケッ
トに収容可能であった  (図 26B)。これらのことは、D14 の構造変化が SL そのものによっ
て誘導される可能性を支持している。  
 
 本章において、D14 の SL シグナル伝達には D14 の SL 加水分解酵素活性は必須ではな
いことが明らかになった。その一方で、D14 の SL 加水分解酵素活性の生理的な意義を示
唆する結果も得られている。d14 変異体の新たなアリルとして、保存性の高い 233 番目の
Arg が Hisに置換した d14-2が同定された  (瀬戸、植物化学調節学会第 50回大会 ) (図 27A)。
しかし、OsD14 R233H 変異体とそれに対応するシロイヌナズナの AtD14 R183H 変異体は、
野生型 AtD14 と同程度の SL 加水分解酵素活性を有していた  (図 27B)。また、AtD14 R183H
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変異体は、atd14 変異体の表現型を相補することや Y2H 法において SL を添加した場合に
も SMXL7 と相互作用することができなかった  (図 27C、D)。したがって、この点変異は
D14 の SL 加水分解酵素活性に影響を与えることはないものの、D14 の SL シグナル伝達機
能を阻害していると考えられる。このような点変異導入タンパク質は、D14 の SL 加水分
解酵素活性の生理的な意義を知るうえで効果的なツールになり得る。D218A 変異体を発現
させた植物が SL 高感受性になっている理由として、D218A 変異体の SL 加水分解酵素活
性の低下によって、植物中の AtD14 を介して不活性化されるべき SL が加水分解されずに
蓄積していることが予想された。もし、D14 による SL の加水分解が活性型 SL の不活性化
に寄与しているならば、OsD14 R233H 変異体と AtD14 R183H 変異体を植物に過剰発現した
場合、これらの植物では、OsD14 R233H 変異体と AtD14 R183H 変異体によって、それぞれ
内生 SL が過剰に加水分解され、SL 欠損変異体のような表現型を示すと考えられる。そこ
で、OsD14 R233H 変異体と AtD14 R183H 変異体をそれぞれ野生型バックグラウンドで過剰
発現させた形質転換植物の表現型解析が行われた。その結果、これらの植物は過剰な枝分
かれ数を示した  (図 28A、B)。また、OsD14 R233H 変異体を過剰発現させた植物では、野
生型 OsD14 を過剰発現させた植物と比較して、内生 4DO 量が減少していた  (図 28C)。す
なわち、これらの点変異導入タンパク質の過剰発現は、野生型シロイヌナズナに SL 欠損
変異体のような表現型を誘導した。SL 加水分解酵素反応産物の生物活性は極めて低いこと
を併せて考えると、D14 による SL の加水分解は活性型 SL の不活性化に寄与している可能
性が示唆される。  
 
 これらのことから、D14 による SL 受容メカニズムについて、以下のモデルが予想され
る  (図 29)。まず、活性型 SL が D14 の活性ポケットに結合することで、D14 の構造変化が
誘導される。AtD14-D3-ASK1 複合体には拡張されたポケットが存在することを考慮すると、
SL は触媒三つ組残基の Asp を含むループ領域の構造変化を優先的に誘導する。ポケット
の拡張後、SL はこのポケットの内側に移動するとともに、これによって V 字型の lid 構造
の立体が変化する。AtD14-D3-ASK1 複合体中に、SL そのものが観察されない理由として
は、タンパク質の結晶化操作が比較的高い pH で行われているため、この際に非酵素的に
SL が分解されていることが考えられる。また、Asp を含むループ領域が消失していること
から、操作中に SL が漏出している可能性も否定できない。新しいポケットに SL が結合し
たときには、D14 は触媒三つ組残基を形成することができないため酵素として不活性であ
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るとともに、不安定な立体構造をとっている。そして、この状態において、D14 は D3/MAX2 
や D53/SMXLs といった SL シグナル伝達因子と相互作用可能になると予想される。この複
合体において、AtD14-D3-ASK1 複合体に観察されるように D3/MAX2 は D14 の lid 構造と
相互作用する。一方で、D53/SMXLs は Asp を含むループ領域と相互作用すると考えると、
SL シグナル伝達におけるリプレッサータンパク質として機能する D53/SMXLs が分解され
ることで、D14 の Asp を含むループ領域が触媒三つ組残基を形成するために再配置され、
SL が酵素的に加水分解されるというモデルが成り立つ。このモデルの多くを証明するため
には、D14 に SL そのものが結合した状態の D14-D3/MAX2-D53/SMXLs の複合体の結晶を
取得し、その構造を解析することが有力である。予想したモデルが正しいならば、この複
合体の D14 は SL 加水分解酵素活性を一時的に失っており、SL は D14 のポケットの中に
安定して存在できるはずである。その他にも、今後、本モデルの各過程をそれぞれ検証す
ることが必要であるが、本章によって、D14 は SL の受容と不活性化という二つの役割を
果たす新しいカテゴリーのタンパク質である可能性が示された。  
 
本章は以下の発表論文の内容から構成した。  
Yoshiya Seto*, Rei Yasui*, Hiromu Kameoka, Muluneh Tamiru, Mengmeng Cao, Ryohei Terauchi, 
Akane Sakurada, Rena Hirano, Takaya Kisugi, Atsushi Hanada, Mikihisa Umehara, Eunjoo Seo,  
Kohki Akiyama, Jason Burke, Noriko Takeda-Kamiya, Weiqiang Li, Yoshinori Hirano, Toshio 
Hakoshima, Kiyoshi Mashiguchi, Joseph P. Noel, Junko Kyozuka, Shinjiro Yamaguchi . [*these 
authors contributed equally to the work.] 
Strigolactone perception and deactivation by a hydrolase receptor DWARF14. 
Nature Communications 10: 191 (2019). 
 
 
 
 
 
 
 
 
図26：現在までに報告されているAtD14の立体構造。A；AtD14のアポ構造(AtD14 apo、
PDB code；4IH4)とAtD14-D3-ASK1複合体におけるAtD14の構造 (AtD14 CLIM、PDB
code；5HZG)。赤線はAspを含むループ領域、赤点線は推定されたAspを含むループ領域、
赤円は活性ポケットの入り口、紫は触媒三つ組残基のSerを示す。活性ポケットのサイズは
CASTp program server (http://sts.bioe.uic.edu/castp/index.php) によって算出した。B；分子
ドッキング法によるAtD14とGR24またはCN-PMFの結合予測の全体図 (上) と活性ポケット
周辺図 (下)。各結合モデルはSWISS DOCK (http://www.swissdock.ch//) によって予測された。
GR24は最もdeltaGが低いもの、CN-PMFはGR24と類似した結合様式をもつものを示す。
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図27：OsD14 R233H変異体およびAtD14 R183H変異体の機能解析。
A；生育14日目 (左) と成熟後 (右) の各植物の様子。B；5DSに対する
OsD14 R233H変異体およびAtD14 R183H変異体の加水分解酵素活性。
WTは野生型を示す。5DSに対する野生型の加水分解酵素活性を100%
とした相対値で示す。平均値±SD (n = 4)。C；土壌栽培42日目におけ
る各シロイヌナズナの枝分かれ数。WTは野生型シロイヌナズナを示す。
平均値±SD (n = 5-6)。異なる文字間にTukey-Kramer検定において5%
水準の有意差あり。D；Y2H法による野生型AtD14およびAtD14R183H
変異体とSMXL7の相互作用解析。WTは野生型AtD14を示す。各組換
え酵母は、-Trp/Leu (-WL) 培地または各化合物を添加した-Trp/Leu/His
(-WLH )培地で生育した。controlはアセトンを添加したものを示す。
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図28：野生型バックグラウンドにおけるOsD14 R233H変異体または
AtD14 R183H変異体の過剰発現植物の解析。A；各イネの分げつ数。
WTは野生型イネ、EVはベクターコントロールを示す。平均値±SD
(n = 4)。B；土壌栽培45日目における各シロイヌナズナの枝分かれ数。
WTは野生型シロイヌナズナ、EVはベクターコントロールを示す。平
均値±SD (n = 5-6)。C；根滲出液 (左) および根抽出物中 (右) の4DO
量。WTは野生型イネ、EVはベクターコントロールを示す。平均値
±SD (n = 3 or 4)。a、b、cについて、異なる文字間にTukey-Kramer
検定において5%水準の有意差あり。
C
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図29：本研究から推定されたD14によるSL受容メカニズム。
D14はSLの受容と不活性化の二つの役割を担っていると考えられる。
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2. 新規 SL アゴニストの創出  
2-1. 緒言  
 SL は、植物の形態形成に影響を与えるだけではなく、根圏におけるアレロケミカルとし
て作用することから、その用途を工夫することで幅広い農業的な価値を期待できる。しか
し、先述したように、SL は土壌中で不安定であるとともに、植物および根寄生植物の両者
に活性を有するため、SL そのものを農業へ利用することは現実的ではない。したがって、
様々な目的に適した SL アゴニストの創出が求められる。  
 
 根寄生植物の種子発芽刺激物質としての SL の発見後、天然 SL が共通して、D 環とそれ
に結合するエノールエーテルをもつことから、この部分構造をもつ SL アナログの合成が
行われた。特に、GR-タイプと呼ばれる SL アナログのうち、GR24 は、ストリゴールと同
程度の根寄生植物の種子発芽刺激活性を有していることが報告された  (Mangnus et al. 
1992)。現在では、GR24 は活性型 SL アナログとして植物試験にも広く使用されている。同
様に、A 環や A、B 環をもたない GR7 や GR5 も活性型 SL アナログとして知られている  
(Mangnus and Zwanenburg 1992) (図 9A、30A)。しかし、GR-タイプの SL アナログは、SL と
性質が似ていることなどから農業利用には不向きである。その後、GR-タイプの SL アナロ
グの構造活性相関研究に基づき、いくつかの特徴的な SL アゴニストがデザインされた。
これらの化合物の中には、D 環構造をもつ一方で D 環に結合するエノールエーテルをもた
ないものの、SL 様の生物活性を示す化合物も存在した。前章で述べたように、デブラノン
は D 環がフェノキシ置換基に結合したエノールエーテルをもたないタイプの SL アゴニス
トである  (図 13A)。デブラノンのうち、Br-PMF はその生物活性が良く調べられており、
GR24 よりも低い濃度でイネの分げつを抑制するとともに、シロイヌナズナの枝分かれや
根毛の伸長に対しても SL 様の生物活性を示す  (Fukui et al. 2011; Fukui et al. 2013)。対照的
に、根寄生植物の種子発芽刺激活性は GR24 よりも顕著に低いことが報告されている。ま
た、デブラノンは比較的容易に合成が可能であることから農業的な価値が期待される。デ
ブラノンの作用機序は、デブラノンが D 環をもつことや D14 によって受容・加水分解され
ることなどから、既知の SL と同様のメカニズムであると考えられている。一方で、D 環
をもたない SL 関連化合物として、コチルイミド  (cotylimides) が報告されている  (Tsuchiya 
et al. 2010) (図 30B)。コチルイミドは、MAX2 を介した光応答性を調節するとともに、内生
SL 量を増加させることが明らかになった。コチルイミドは、シロイヌナズナの胚軸伸長阻
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害作用も有しており、また、Y2H 法を用いた相互作用解析において KAI2 と MAX2 の相互
作用を誘導することも報告されている  (Toh et al. 2014)。これらのことは、コチルイミドが
SL 様の生物活性を有することを示しているが、D14 との直接的な相互作用が確認されたわ
けではなく、KL シグナル伝達に関与している可能性も否定できない。  
 
 このように、SL と共通する部分構造をもたず、D14 を介して SL 様の生物活性を示すよ
うな化合物は未だ見つかっていない。このような新規 SL アゴニストに、土壌中での安定
性や生物種間における生物活性の違いなど SL と異なる性質があれば、農業的な価値を期
待できる。新規 SL アゴニストは、SL 受容メカニズムに基づいて開発されることが効果的
であると考えられるが、反対に、新規 SL アゴニストを SL 受容メカニズムの解明に利用で
きる可能性もある。前章でも述べたように、これまでに D14 単独の結晶構造は報告されて
いるものの、D14 の SL シグナル伝達状態と SL の複合体の共結晶は得られていない。Yao
らによって AtD14-D3-ASK1 複合体の共結晶の構造解析は行われたが、このときも AtD14
の Asp を含むループ領域や活性ポケットの内側に位置する D 環部由来の化合物は不明瞭
であった。D14 と SL の複合体の X 線結晶構造解析が容易ではない理由として、D14 によ
って SLが加水分解されてしまうため、複合体の形成が長く継続しないことが挙げられる。
もし、D14 の活性ポケットに結合するとともに、D14 によって加水分解されずに安定な複
合体を形成する化合物を見出すことができれば、D14 による SL 受容メカニズムの解明に
利用できる。したがって、基礎研究・応用研究のどちらにとっても新規 SL アゴニストに
対する需要は高い。  
 
 前章でも述べたように、本研究室の先行研究では、DSF 法によって D14 と SL 関連化合
物の相互作用を解析してきた。そして、多数の SL 関連化合物の中でも生物活性を有する
化合物のみが D14 の熱変性温度を低下させることが明らかになった。このことは、D14 の
熱変性温度の低下は、化合物の生物活性と極めて相関が高いことを示している。以上のこ
とから、D14 の熱変性温度を低下させる化合物の中には、SL 様の生物活性を有する化合物、
すなわち SL アゴニストが存在する可能性が高い。そこで、ケミカルライブラリーの中か
ら、DSF 法による 1 次スクリーニングを介して、D14 を標的とする新規 SL アゴニストを
探索することにした  (図 31)。本研究では、多様な化合物を含むケミカルライブラリーを使
用するため、SL とは全く異なる化学構造をもつ化合物を見出すことが期待できる。また、
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生物活性を指標とするスクリーニングは、時間を要することや二次的な効果を考慮する必
要があるので比較的困難であるが、DSF 法では、リアルタイム PCR 装置を用いて一度に約
100 サンプルの解析を 1 時間で行うことができる。したがって、スクリーニングの手段と
して極めて効率が良い。本研究に先行して、DSF 法によるスクリーニングを介して新規 SL
アンタゴニストが獲得されている。Hamiaux らは、D14 の熱変性温度を上昇させる化合物
の中には、D14 による SL シグナル伝達を阻害する SL アンタゴニストが存在すると予想
し、DSF 法によって DAD2 と 2000 化合物の相互作用を解析した  (Hamiaux et al. 2018)。そ
の結果、DAD2 の熱変性温度を顕著に上昇させる 3 化合物を獲得した。これらの化合物は、
いずれも N-フェニルアントラニル酸  (N-phenylanthranilic acid) の類縁化合物であり、いく
つかの試験を通して SLアンタゴニストとして作用することが示された  (図 30C)。一方で、
Hamiaux らは、D14 の熱変性温度を低下させる化合物については言及していない。そこで
本研究では、上記のように、D14 の熱変性温度を低下させる化合物に着目したケミカルス
クリーニングに臨み、新規 SL アゴニストを獲得することを目指した。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図30：いくつかのSLアナログ、アゴニスト、アンタゴニストの
化学構造。A；GR7の化学構造。B；コチルイミドの化学構造。
C；N-フェニルアントラニル酸類縁化合物の化学構造。
A
B
GR7（5DS型）
コチルイミド-Ⅳ コチルイミド-a
69
C
N-フェニルアントラニル酸類縁化合物
10,000 化合物 新規SLアゴニスト
ケミカルライブラリー
スクリーニング
図31：本研究の概略。
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2-2. 結果  
a) DSF 法による一次スクリーニング  
 本研究では、ケミカルライブラリーとして 10,000 化合物からなる Maybridge 社の
HitFinder 10,000 を使用した。各化合物は、ジメチルスルホキシド  (dimethylsulfoxide：DMSO) 
に溶解されており、終濃度 100 M になるように調製してスクリーニングに供した。標的
タンパク質には、大量調製法が確立済みの MBP 融合 AtD14 を用いた。そして、DSF 法に
よって、AtD14 と各化合物の相互作用を解析した。なお、ケミカルライブラリーに含まれ
る化合物の量に限りがあるため、実験は各 1 回ずつ行った。  
 本スクリーニングの結果、10,000 化合物のうち約 1.1%を占める 111 化合物が AtD14 の
熱変性温度を低下させた  (図 32、1st step)。111 化合物の中には、活性ポケット以外に結合
して AtD14 を不安定化させるものが存在する可能性があるものの、このような化合物はア
ゴニストとして機能する可能性は低いと考えられる。そこで、次に AtD14 の活性ポケット
と相互作用する化合物の絞り込みを行った。  
 
b) SL 加水分解酵素反応阻害試験および DSF 法による濃度依存的な相互作用解析  
 選抜した候補化合物が AtD14 の活性ポケットと相互作用するならば、AtD14 による SL
加水分解酵素反応を阻害すると予想される。そこで、候補化合物が AtD14 による 5DS の加
水分解酵素反応を阻害するか否かを調べた。本試験では、加水分解酵素反応の終了後、LC-
MS/MS によって SL 加水分解酵素反応産物である ABC-FTL の定量を行い、反応阻害の程
度を定量化した。その後、反応阻害を示した化合物については、DSF 法によって、濃度依
存的に AtD14 の熱変性温度を低下させることができるか否かを調べた。  
 AtD14 と 5DS の加水分解酵素反応では、111 化合物のうち 38 化合物をそれぞれ添加した
場合、コントロールと比較して ABC-FTL の生成量が減少した  (図 32、2nd step)。DSF 法に
よる相互作用解析では、38 化合物のうち 19 化合物をそれぞれ添加した場合、終濃度が 25、
100、250 M と高くなるにつれて、AtD14 の熱変性温度がより低下していく傾向があった  
(図 32、3rd step)。  
 本試験において、ABC-FTL の生成量を減少させた 38 化合物は、AtD14 の活性ポケット
と相互作用することで AtD14 による 5DS の加水分解酵素反応を阻害している可能性が高
い。そして、これらの 38 化合物のうち、AtD14 の熱変性温度を濃度依存的に低下させた 19
化合物を有力な SL アゴニスト候補化合物として、以下の試験に供することにした  (図 33)。 
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c) 候補化合物によるシロイヌナズナの胚軸伸長阻害試験  
 続いて、19 化合物の生物活性を調べるために、候補化合物をシロイヌナズナの胚軸伸長
阻害試験に供した。SL は、シロイヌナズナの胚軸伸長を阻害することが知られている  
(Nelson et al. 2010)。また、この作用は atd14 変異体および kai2 変異体では観察される一方
で、atd14 kai2 二重変異体では観察されないことから、AtD14 と KAI2 の両者が関与してい
ると考えられている  (Waters et al. 2012)。そこで、各候補化合物をそれぞれ添加した培地
上で野生型シロイヌナズナ、atd14 変異体、kai2 変異体、atd14 kai2 二重変異体を生育して、
その胚軸の伸長を観察した。  
 本試験の結果、1 化合物  (N-(3,4-dichlorophenyl)-4-trifluoromethyl-2-thiazolamine：113D10) 
が野生型シロイヌナズナおよび kai2 変異体の胚軸伸長を阻害した  (図 34)。一方で、本化
合物は atd14 変異体および atd14 kai2 二重変異体の胚軸伸長には影響を与えなかった。ま
た、113D10 は濃度依存的に野生型シロイヌナズナおよび kai2 変異体の胚軸伸長を阻害し
たが、その活性は、ポジティブコントロールとして用いた GR24 と比較すると低かった。  
 113D10 は atd14 変異体の胚軸伸長には影響を与えなかったことから、113D10 は AtD14
を介して作用していると考えられた。本スクリーニングは、AtD14 との相互作用を指標に
化合物を選抜してきたため、AtD14 に特異的な化合物が選抜された可能性がある。  
 
d) 113D10 によるシロイヌナズナの枝分かれ抑制試験  
 続いて、113D10 をシロイヌナズナの枝分かれ抑制試験に供した。本試験では、終濃度 5 
M になるように 113D10 を添加した水耕液で max4 変異体および atd14 変異体を生育し、
その枝分かれ数を測定した。その結果、113D10 は max4 変異体の枝分かれをわずかに抑制
した一方で、atd14 変異体の枝分かれには影響を与えなかった  (図 35)。また、113D10 の枝
分かれ抑制活性は、胚軸伸長阻害活性と同様に、ポジティブコントロールとして用いた
GR24 と比較すると低かった。  
 したがって、113D10 は GR24 と比較するとその活性は弱いながらも、AtD14 依存的に作
用する SL アゴニストであることが示された。興味深いことに、113D10 は SL や一般的な
SL アゴニストに共通する D 環構造をもっておらず、全く新しい SL アゴニストである  (図
34A)。  
 
 
10,000 化合物 111 38 19
1st step
DSF法による
一次スクリーニング
2nd step
SL加水分解
酵素反応阻害試験
3rd step
DSF法による
濃度依存的な相互作用解析
図32：ここまでのスクリーニング結果。1st step；DSF法によってAtD14
と各化合物 (100 mM) の相互作用を解析した (n = 1)。2nd step；選抜され
た111化合物についてAtD14によるSLの加水分解酵素反応阻害試験を実施
した (n = 3)。3rd step；DSF法によってAtD14と38化合物 (20、100、250 
mM) の相互作用を濃度依存的に解析した (n = 3)。
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― control   ― 25 mM ― 100 mM  ― 250 mM
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図33：選抜された19化合物の詳細。
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図33：選抜された19化合物の詳細。
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化合物 No. 化合物の化学構造
化合物添加時のAtD14の
SL加水分解酵素活性
（%）
化合物添加時のAtD14の融解温度曲線
― control   ― 25 mM ― 100 mM  ― 250 mM
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図33：選抜された19化合物の詳細。
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化合物 No. 化合物の化学構造
化合物添加時のAtD14の
SL加水分解酵素活性
（%）
化合物添加時のAtD14の融解温度曲線
― control   ― 25 mM ― 100 mM  ― 250 mM
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図33：選抜された19化合物の詳細。
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図34：113D10のよるシロイヌナズナの胚軸伸長阻害試験。A；113D10の
化学構造。B；113D10および各化合物添加時のシロイヌナズナの胚軸の
長さ。WTは野生型シロイヌナズナを示す。controlはアセトンを添加した
ものを示す。平均値±SD (n = 10-13)。各シロイヌナズナについて、異な
る文字間にTukey’s HSD検定において1%水準の有意差あり。
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図35：113D10および各化合物添加時のmax4 (左) またはatd14 (右)
の枝分かれ数。controlはアセトンを添加したものを示す。平均値
±SD (n = 10 or 14)。異なる文字間にTukey’s HSD検定において1%
水準の有意差あり。
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e) 113D10 の生化学試験  
 次に、スクリーニングで得られた 113D10 について、詳細な特徴づけを行った。D14 と
SL の相互作用を評価する手法の一つとして、蛍光性 SL アナログであるヨシムラクトング
リーン  (Yoshimulactone green：YLG) による競合試験が知られている  (Tsuchiya et al. 2015)。
D14 が YLG を加水分解するとき、反応生成物による蛍光形成が観察されるが、この反応系
に添加された SL は蛍光形成を競合的に阻害する。この場合、半数阻害濃度  (IC50) は、競
合化合物が蛍光形成を半減させる阻害濃度を示しており、D14 と SL の相互作用を評価す
る指標となる。そこで、AtD14 を用いた YLG 競合試験を行い、GR24 と 113D10 の IC50 を
比較した。また、前章でも述べたように、D14 による SL 受容メカニズムおいて、D14 の
SL 加水分解酵素活性は議論中である。そこで、AtD14 と GR24 または 113D10 の加水分解
酵素反応を 0、0.5、1、2、4 時間実施し、LC-MS/MS によって各反応溶液に含まれる GR24
または 113D10 を定量することで、AtD14 によって 113D10 が加水分解されるか否かについ
ても調べた。  
 YLG による競合試験の結果、AtD14 について GR24 と 113D10 の IC50 はそれぞれ 1.5 M
と 2.4 M であった  (図 36A)。また、AtD14 による化合物の加水分解酵素反応試験では、4
時間後にほぼ全ての GR24 が消費されたときにも 113D10 が減少する傾向はなかった  (図
36B)。  
 113D10 の IC50 は GR24 の IC50 よりもわずかに高いものの、ほぼ同じ値を示した。この
ことから、AtD14 と GR24 または 113D10 はそれぞれ同程度の親和性を有していると考え
られる。したがって、113D10 の生物活性が GR24 と比べて低い理由として、113D10 は MAX2
や SMXLs との相互作用に必要な AtD14 の構造変化を充分に誘導できないことが挙げられ
る。その他にも、植物中において必要な部位や組織に効率的に輸送されないことや即座に
不活性化されることなども予想される。また、113D10 は AtD14 によって極めて加水分解
されにくい化合物であることも明らかになった。このことは、AtD14 がリガンドの加水分
解を伴わなくても SL シグナルを伝達できることを示している。  
 
f) 113D10 類縁化合物の生物活性試験  
 並行して、113D10 の生物活性を向上させるために類縁化合物の化学合成に取り組み、
113D10 の類縁化合物を新たに 18 化合物獲得した  (図 37)。まず、これらの類縁化合物をシ
ロイヌナズナの胚軸伸長阻害試験に供し、続いてリード化合物よりも活性が向上した化合
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物についてはシロイヌナズナの枝分かれ抑制試験にも供することにした。  
 本試験の結果、多くの類縁化合物の胚軸伸長阻害活性は顕著に低下していた  (図 38)。し
かし、化合物 8 と 9 については、野生型シロイヌナズナの胚軸伸長を阻害する傾向が認め
られた。特に、化合物 8 の胚軸伸長阻害活性は、リード化合物である 113D10 よりもわず
かに高かった  (図 39A、B)。また、化合物 8 は、atd14 変異体および atd14 kai2 変異体の胚
軸伸長は阻害しなかった。そこで、化合物 8 を添加した水耕液で max4 変異体および atd14
変異体を生育し、その枝分かれ数を測定した。その結果、113D10 と同様に、化合物 8 は
max4 変異体の枝分かれをわずかに抑制したが atd14 変異体の枝分かれには影響を与えなか
った  (図 39C)。  
 本試験によって、113D10 と同様に、AtD14 依存的に SL アゴニストとして作用する 2 化
合物を獲得することに成功した。特に、化合物 8 は、シロイヌナズナの枝分かれ抑制試験
ではその活性と 113D10 の活性の間に有意な差を認めることはできなかったが、胚軸伸長
阻害試験では 113D10 よりも強くシロイヌナズナの胚軸伸長を阻害した。化合物 8 は、
113D10 のベンゼン環の 3 位と 4 位のクロロ基がブロモ基と水素にそれぞれ置換した化学
構造をもつ。化合物 9 では、113D10 の 2 つのクロロ基が両方ともブロモ基に置換している
ことを併せて考えると、113D10 のベンゼン環の 3 位におけるブロモ基の導入が、その生物
活性に影響を与えていることが示唆される。一方で、本試験における 113D10 の構造展開
では、リード化合物よりも生物活性が飛躍的に向上した類縁化合物を獲得することはでき
なかった。そのような化合物を獲得するためには、113D10 の基本骨格に対する構造展開が
必要かもしれない。  
 
g) イネにおける 113D10 の生化学および生物活性試験  
 次に、単子葉植物のモデル生物であるイネにおいても 113D10 が SL アゴニストとして作
用することができるか否かを調べた。まず、DSF 法によって、OsD14 と 113D10 の相互作
用を解析した。その結果、113D10 は濃度依存的に OsD14 の熱変性温度を低下させた  (図
40A)。  
 続いて、SL 欠損変異体である d10 変異体に 113D10 を投与して、その分げつの伸長を観
察したが、113D10 を d10 変異体に投与しても、その表現型を回復することはできなかった  
(図 40B)。  
 そこで、113D10 を中胚軸伸長阻害試験に供した。イネ科植物には、種子と幼芽の間に中
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胚軸  (mesocotyl) と呼ばれる構造が存在する。この中胚軸は、暗所・高温などの条件で伸
長するが、SL は OsD14 と D3 依存的に中胚軸の伸長を阻害することが知られている  (Hu 
et al. 2010)。一方で、イネの KAI2 オルソログである D14LIKE も中胚軸の伸長の制御に関
わると考えられているが、この作用は SL 非依存的であると推定されている  (Kameoka and 
Kyozuka 2015)。そこで、暗所条件において、113D10 を添加した寒天培地上で野生型イネ、
d14 変異体、d3 変異体を生育して、それぞれの中胚軸の伸長の変化を観察した。その結果、
113D10 は野生型イネの中胚軸の伸長をポジティブコントロールとして用いた GR24 と同
程度に阻害した  (図 40C)。また、113D10 は d14 変異体と d3 変異体の中胚軸伸長には影響
を与えなかった。  
 DSF 法による相互作用解析の結果から、113D10 は OsD14 と相互作用することが示唆さ
れた。したがって、イネにおいても 113D10 は SL アゴニストとして作用することが期待さ
れたが、d10 変異体における分げつ抑制活性は認められなかった。一方で、中胚軸伸長阻
害試験では、113D10 は OsD14 および D3 依存的に中胚軸の伸長を阻害した。このことは、
113D10 が少なくともイネの中胚軸伸長については SL アゴニストとして作用したことを示
している。分げつ抑制試験では寒天培地で播種後 5 日間生育させた幼苗に対して化合物を
投与するのに対して、中胚軸伸長阻害試験では播種する寒天培地にあらかじめ化合物を投
与しておく。113D10 の生物活性はあまり高くないため、化合物の投与方法の違いによって、
それぞれの表現型に与える影響にも差が生じた可能性がある。また、本試験では、GR24 が
d14 変異体の中胚軸伸長を阻害した。この理由として、高濃度のラセミ体の GR24 を使用
したため、その一部が D14LIKE を介して作用したことが考えられる。  
 
h) 113D10 および化合物 8 による根寄生植物の種子発芽試験  
 根寄生植物の種子発芽刺激活性は、新規 SL アゴニストを農業利用するうえで極めて重
要な情報である。そこで最後に、113D10 および化合物 8 の根寄生植物の種子発芽刺激活性
を調べた。根寄生植物である Striga hermonthica においても D14 および D14LIKE ファミリ
ーの遺伝子が存在しており、近年、YLG による競合試験などによって、S. hermonthica の
SL 受容体は D14LIKE ファミリーに属する 11 個の ShHTL のうちの少なくとも 10 個である
ことが明らかになった  (Tsuchiya et al. 2015)。それぞれの ShHTL は、様々な SL に対する
結合に偏向性があることから、S. hermonthica は複数の受容体を使い分けることで、自然界
において SL や宿主植物を区別していると考えられる。113D10 および化合物 8 は、シロイ
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ヌナズナやイネでは D14 依存的に作用するものの、SL アゴニストであるため、ShHTL に
認識されることも予想される。本試験では、S. hermonthica に加えて、同様に根寄生植物で
ある Orobanche minor の種子に 113D10 および化合物 8 をそれぞれ添加して、一定時間後に
発芽率を測定した。  
 本試験の結果、113D10 および化合物 8 を 1、10、100 M の濃度で与えても、S. hermonthica
および O. minor の種子発芽は観察されなかった  (図 41)。  
 したがって、113D10 および化合物 8 の根寄生植物の種子発芽刺激活性は極めて低いこ
とが明らかになった。これらの化合物が D14 に特異的な SL アゴニストであることが強く
示唆された。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図36：113D10の生化学試験。A；YLGによる競合試験。平均値±SD 
(n = 3)。B；AtD14によるGR24または113D10の加水分解酵素反応試験。
縦軸は0 hの各化合物の濃度を100%とした相対値を示す。平均値±SD 
(n = 3)。
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B
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化合物名 R1 R2 X Y
1 (113D10) 3,4-Cl CF3 N S
2 4-Cl CF3 N S
3 3,5-Cl CF3 N S
4 2,5-Cl CF3 N S
5 2,3-Cl CF3 N S
6 2,4-F CF3 N S
7 3,4-F CF3 N S
8 3-Br CF3 N S
9 3,4-Br CF3 N S
10 2-Cl,4-F CF3 N S
11 2-Br,4-F CF3 N S
12 3-CN CF3 N S
13 3,4-CH3 CF3 N S
14 3,4-Cl CH3 N S
15 3,4-Cl COOH N S
16 3,4-Cl Phenyl N S
17 3,4-Cl CF3 O S
18 3-Br CF3 O S
19 3,4-Cl CF3 N O
図37：本研究で使用した113D10類縁化合物の化学構造
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Relative length of hypocotyl (%)
図38：113D10類縁化合物の野生型シロイヌナズナの胚軸伸長阻害活性。
controlを100%とした相対値を示す。controlはDMSOを添加したものを
示す。平均値±SD (n = 10-14)。
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図39：化合物8の生物活性試験。A；化合物8の化学構造。B；化合物8
および各化合物添加時のシロイヌナズナの胚軸の長さ。WTは野生型シ
ロイヌナズナを示す。平均値±SD (n = 12-14)。controlはDMSOを添加
したものを示す。各シロイヌナズナについて、異なる文字間にTukey’s
HSD検定において1%水準の有意差あり。
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図39：化合物8の生物活性試験。C；化合物8および各化合物添加時の
max4 (左) またはatd14 (右) の枝分かれ数。controlはDMSOを添加した
ものを示す。平均値±SD (n = 13 or 15)。異なる文字間にTukey’s HSD
検定において1%水準の有意差あり。
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図40：イネにおける113D10の生化学および生物活性試験。A；113D10
添加時のOsD14の融解温度曲線。controlはアセトンを添加したものを示
す。B；113D10および各化合物添加時のd10の分げつの長さ。controlは
アセトンを添加したものを示す。平均値±SD (n = 8)。C；113D10およ
び各化合物添加時のイネの中胚軸の長さ。平均値±SD (n = 9-13)。WTは
野生型イネを示す。controlはアセトンを添加したものを示す。各イネに
ついて、異なる文字間にTukey’s HSD検定において1%水準の有意差あり。
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図41：113D10および化合物8のStriga hermonthica (左) および
Orobanche minor (右) の種子発芽刺激活性。controlはアセトン
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2-3. 考察  
 本章では、SL アゴニストの候補化合物として、DSF 法によって D14 の熱変性温度を低
下させる化合物をスクリーニングした。そして、その後の生理学的な試験によって、新規
SL アゴニストである 113D10 を獲得することに成功した。緒言でも述べたように、生物活
性を指標とするスクリーニングは時間を要することや二次的な効果を考慮する必要がある。
しかし、DSF 法は一度に約 100 サンプルの解析を 1 時間で行うことができるハイスループ
ットなスクリーニング系である。実際に、本研究では 10,000 化合物の解析を半年程度で完
了した。また、D14 の熱変性温度を上昇させる化合物の中に SL アンタゴニストが存在し
ていたように、標的タンパク質との相互作用様式の違いによって、異なる作用をもった化
合物を見出すことができる点も興味深い。  
 
 本章において獲得した 113D10 は、ベンゼン環とチアゾールが N 結合を介して架橋され
た基本骨格を保有しており、SL や一般的な SL アゴニストに共通する D 環構造をもってい
なかった。また、113D10 は AtD14 によって極めて加水分解されにくい化合物であること
も明らかになった。このことは、AtD14 がリガンドの加水分解を伴わなくても SL シグナ
ルをわずかに伝達できることを示している。したがって、化合物が D14 によって加水分解
されるか否かは、その生物活性に直結しない可能性が高い。また、AtD14 によって 113D10
は加水分解されにくいことに加えて、AtD14 について 113D10 と GR24 の IC50 の間に大き
な差は認められなかったことから、113D10 は AtD14 と安定な複合体を形成することも予
想される。緒言でも述べたように、D14 と SL の複合体の X 線結晶構造解析が困難な理由
として、D14 によって SL が加水分解されてしまうため、複合体の形成が長く継続しない
ことが考えられる。しかし、AtD14 によって加水分解されず、また、AtD14 と親和性があ
る 113D10 を利用することで、この問題を解決することができるかもしれない。そして、
AtD14-113D10 複合体の X 線結晶構造解析によって、D14 の SL シグナル伝達状態の立体構
造を明らかにすることができる可能性がある。  
 
 一方で、本章では 113D10 の構造展開に臨み、113D10 と同様に、AtD14 依存的に SL ア
ゴニストとして作用する化合物 8、9 を獲得することに成功した。構造展開における傾向か
ら、113D10 および類縁化合物の生物活性には、特に、ベンゼン環の 3 位  (と 4 位 ) におけ
るクロロ基やブロモ基の存在が重要であることが示唆された。しかし、上記のように、
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113D10 よりも活性が飛躍的に向上した化合物を獲得するには、その基本骨格における構造
展開が必要であることが示唆される。  
 
 また、113D10 および化合物 8 の根寄生植物の種子発芽刺激活性は極めて低かった。
113D10 は、その化学構造から土壌中でも比較的安定して存在できることが予想される。し
たがって、その生物活性は低いながらも 113D10 を SL アゴニストとして農業利用すること
も可能かもしれない。このように、本章において獲得した新規 SL アゴニストは、既存の
SL アゴニストとは異なる特徴を有しているため、本化合物が様々な分野の研究開発に貢献
することを期待している。  
 
本章は以下の発表論文の内容から構成した。  
Rei Yasui, Yoshiya Seto, Shinsaku Ito, Kojiro Kawada, Kaori Itto-Nakama, Kiyoshi Mashiguchi, 
Shinjiro Yamaguchi. 
Chemical screening of novel strigolactone agonists that specifically interact with DWARF14 
protein. 
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters  29 (2019) 938–942. 
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3. 総合考察  
 本論文の第一章では、D14 の SL シグナル伝達状態を誘導している化学シグナルは SL の
加水分解酵素反応の中間体や生成物ではなく SL そのものであること、D14 の SL シグナル
伝達には D14 の SL 加水分解酵素活性は必須ではないことを明らかにした。第二章では、
ケミカルスクリーニングを行い、AtD14 依存的に作用する新規 SL アゴニストを獲得した。
この SL アゴニストは、SL と共通する部分構造を有しておらず、また、AtD14 によって極
めて加水分解されにくいことも明らかになった。したがって、このような SL アゴニスト
を獲得したことによって、D14 の SL シグナル伝達にはリガンドの加水分解は必須ではな
いことを改めて示した。SL に関する研究は、2008 年に SL の植物ホルモン作用が報告され
てから、約 10 年間で飛躍的に発展した。しかし、序論でも述べたように、これまでに SL
を農業利用した報告例はなく、今後は、実際に SL を活用していくことが求められる。本
論文で取り扱った「SL の受容機構の解明」と「新規 SL アゴニストの創出」という二つの
内容は、SL を農業利用するうえでの課題解決に深く関わる。例えば、今後、更に活性が高
い SL アゴニストを創出するためには、本研究で得られた「D14 の SL シグナル伝達には
D14 による SL (リガンド ) の加水分解が必須でない」という知見に基づき、D14 によって
加水分解されない一方で、D14 と親和性を有する化合物をデザインすることが効果的であ
ると考えられる。このように、本論文で得られた知見を基に、SL の技術開発が発展するこ
とを望んでいる。  
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4. 実験材料・方法  
本研究で使用した SL および SL 関連化合物  
 GR24 は Chiralix から購入したラセミ体を使用した。Br-PMF および CN-PMF についても
Chiralix から購入したものを使用した。HMB は Enamine から購入したものを使用した。
HBN は富士フィルム和光純薬から購入したものを使用した。d1-ABC-FTL (GR24 型 ) およ
び d1-ABC-FTL (5DS 型 ) は大阪府立大学大学院生命科学研究科の秋山康紀教授から頂いた
ものを使用した。5DS は藤本分子化学株式会社の受託合成サービスを利用して化学合成し
た。合成品の 5DS は 4 種立体異性体の混合物であるため、HPLC によって 4 種立体異性体
を分取されたものを使用した。YLG は名古屋大学トランスフォーマティブ生命分子研究所
の伊丹健一郎教授から頂いたものを使用した。各化合物はアセトンまたは DMSO に溶解し
て使用した。  
 
ケミカルライブラリー  
 10,000 化合物からなる Maybridge 社の HitFinder 10,000 を使用した。各化合物は DMSO
に溶解されていたものを使用した。スクリーニングによって選抜された化合物は、ナミキ
商事株式会社から再購入した。これらの化合物はアセトンに溶解して使用した。113D10 は
化学合成したものも同様に使用した。  
 
植物材料  
 シロイヌナズナ  (Arabidopsis thaliana) のエコタイプ Columbia-0 (Col-0) を野生型シロイ
ヌナズナ  (WT) として使用した。atd14 変異体は、シアトル大学の TILLING プロジェクト
において獲得された atd14-2 (エコタイプ Col-0 erecta) を Col-0 に戻し交雑したものを使用
した  (Seto et al. 2014)。max4 変異体および kai2 変異体は Arabidopsis Biological Resource 
Center から取り寄せた max4-8 (SALK_072750) および kai2-4 (CSHL_GT6185) を使用した。
atd14 max4 二重変異体および atd14 kai2 二重変異体は、本研究室の先行研究において作製
された。イネ  (Oryza Sativa) の日本晴品種を野生型イネ  (WT) として使用した。d10 変異
体、d14 変異体、d3 変異体は東北大学大学院生命科学研究科の経塚淳子教授から頂いた日
本晴バックグラウンドの d10-2、d14-1N、d3-2 を使用した。S. hermonthica 種子はスーダン
で採取されたものを使用した。O. minor 種子は宇都宮大学で採取されたものを使用した。  
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シロイヌナズナの種子の殺菌および低温処理  
 乾燥種子を PPM 溶液に浸漬した後、4°C の暗所に 3 日間静置した。低温処理した種子
は、クリーンベンチ内で PPM 溶液を取り除いた後、滅菌水で洗浄した。  
 
シロイヌナズナの播種および初期生育培地、生育土壌  
 播種および初期生育培地として 1%スクロースを含む 1/2 MS 培地  (0.8%寒天を含む ) を
使用した。生育土壌には、バーミキュライトと Metro-Mix350 を 1：1 で混合して作製した
土壌を使用した。  
 
シロイヌナズナの生育  
 殺菌および低温処理後、滅菌水で洗浄した種子を 0.1%寒天と混合し、上記の培地に散布
した。シャーレの周囲をサージカルテープで巻き、長日条件  (暗：明＝8 時間：16 時間 ) ま
たは短日条件  (暗：明＝16 時間：8 時間 )、22°C に設定した人工気象器で一定期間、生育し
た。  
 
イネの種子の殺菌および吸水処理  
 籾摺器を使用して乾燥種子から籾を取り除き、70%エタノールで洗浄した後、2.5%次亜
塩素酸水溶液を加えて 15 分間殺菌した。その後、滅菌水で 5 回洗浄し、再度、滅菌水を加
えて 28°C の暗所に 1 日間静置した。  
 
イネの播種および初期生育培地  
 Kamachi らの方法  (Kamachi et al. 1991) に従って調製したリン含有水耕液  (0.6%寒天を
含む ) を使用した。クリーンベンチ内で本培地に殺菌および吸水処理した種子を散布した
後、周囲をサージカルテープで巻き、長日条件  (暗：明＝8 時間：16 時間 )、26°C に設定し
た人工気象器で一定期間、生育した。  
 
MBP 融合 AtD14 の発現および精製  
 本研究室の先行研究において作製された pMALc5xHis-AtD14 をレアコドンの翻訳とタン
パク質のフォールディングに最適化されたタンパク質発現用コンピテントセル Rosetta-
Gami2 (Novagen) に添加した後、42°C で 1 分間、ヒートショックを行った。続いて、LB 培
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地を加え、37°C で 1 時間振とう培養した。培養液から適量を LB 培地  (1.5%寒天、50 g/mL 
アンピシリン、34 g/mL クロラムフェニコール、50 g/mL ストレプトマイシン、12.5 g/mL 
テトラサイクリンを含む ) に均一に広げた後、37°C で 1 日間培養し、単一のコロニーを獲
得した。獲得したコロニーを 20 mL の LB 培地  (上記の各抗生物質を含む ) に植菌し、37°C
で 1 日間前培養した。その後、前培養液を 2L の LB 培地  (上記の各抗生物質を含む ) に添
加し、37°C で数時間本培養した。本培養液の OD600 が 0.5～0.8 に到達した後、16°C で 30
分間静置した。続いて、終濃度 0.1 mM になるようにイソプロピル --D-チオ -ガラクトシド
を添加して 1 日間振とう培養した。培養した組換え大腸菌を遠心分離  (5000 rpm、20 分間、
4°C) することで菌体を回収した後、20 mM Tris バッファー  (pH 8.0、150 mM NaCl を含む ) 
に懸濁した。超音波処理によって菌体を破砕した後、再度遠心分離  (9000 rpm、20 分間、
4°C) し、上清を画分として回収した。脱脂綿を使い粗精製した後、上清を MBPTrap HP カ
ラム  (5 mL、GE Healthcare) に吸着させた。カラムを 20 mM Tris バッファー  (pH 8.0、150 
mM NaCl を含む ) によって洗浄した後、目的画分を 10 mM マルトースを含む 20 mM Tris
バッファー  (pH 8.0、150 mM NaCl を含む ) によって溶出した。引き続き、本画分を His 
GraviTrap TALON (1mL、GE Healthcare) に吸着させた。カラムを 2 mM イミダゾールを含
む 20 mM Tris バッファー  (pH 8.0、300 mM NaCl を含む ) によって洗浄した後、目的タン
パク質を 50 mM イミダゾールを含む 20 mM Tris バッファー  (pH 8.0、300 mM NaCl を含
む ) によって溶出した。目的タンパク質は、限外濾過フィルターAmicon Ultra-15 (Merck 
Milipore) によって濃縮とイミダゾールの除去を行い、PBS バッファー  (pH 7.4) に置換し
た。精製したタンパク質は 5 g/L になるように調製した後、使用するまで -80°C で冷凍保
存した。S97A 変異体、OsD14 についても同様に、本研究室の先行研究において作製された
pMALc5xHis-AtD14 S97A、pMALc5xHis-OsD14 を使用して発現および精製した。  
 
AtD14 と GR24 または CN-PMF の加水分解酵素反応および相互作用の経時的な同時解析  
 作製した AtD14 を 24 g 含む 15 L の PBS バッファー  (pH 7.4) を複数調製した後、終
濃度 40 M の GR24 および CN-PMF と反応させる試験では 0、2、3、3.5、3.75、4 時間、
終濃度 200 M の CN-PMF と反応させる試験では 0、2、4、5、5.5、6 時間、それぞれ 30°C
でインキュベーションした。この際、終濃度 60 M または 300 M になるように PBS バッ
ファー  (pH 7.4) 中に調製した GR24 または CN-PMF (アセトン終濃度は 7.5%) も同様にイ
ンキュベーションした。各インキュベーション後、AtD14 溶液と GR24 または CN-PMF 溶
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液を混合し、合計試験時間が 4 または 6 時間になるように 30°C で加水分解酵素反応を行
った。加水分解酵素反応後、反応溶液の 25 L には等量のアセトニトリルを加えて反応を
終了させ、LC-MS/MS による基質および生成物の定量分析に供した。これらのサンプルの
定量には、内部標準物質として 1-ナフタレン酢酸  (1-Napthaleneacetic acid：NAA、ナカラ
イテスク ) (GR24、HMB、CN-PMF、HBN の定量 ) または d1-ABC-FTL (GR24 型 ) (ABC-FTL 
(GR24 型 ) の定量を使用した。各分析条件の詳細は表 1 に示した。反応溶液の 15 L には
PBS バッファー  (pH 7.4) によって 333 倍希釈した 5 L の Sypro Orange 溶液  (Invitrogen) 
を添加して DSF 法による相互作用解析に供した。DSF 法による相互作用解析には、リアル
タイム PCR システム Stratagene Mx3000P (Agilent Technologies) を使用した。各サンプル
は、25°C で 10 分間インキュベーションした後、25°C から 95°C まで加熱した。この間、
Sypro Orange の蛍光の強さを連続的に測定した  (励起波長 492 nm、検出波長 610 nm)。
Stratagene Mx3000P 専用ソフトウェアである MXpro を使用して、獲得したデータから目的
の融解温度曲線を作成した。本試験では、コントロールとしてアセトンを使用した。また、
本試験はそれぞれ独立して 3 回繰り返し行った。DSF 法の解析操作における AtD14 と GR24
または CN-PMF の加水分解酵素反応の進行の評価では、DSF 法による相互作用解析におい
て、反応溶液の解析温度が 60 ˚C に達した時点でサンプルを回収し、等量のアセトニトリ
ルを加えた後、同様に LC-MS/MS によって GR24 または CN-PMF を定量した。本試験では
対照区として、S97A 変異体を使用した。  
 
表 1-1：GR24、HMB、NAA の分析条件  (基質に GR24 を使用した試験 ) 
UHPLC  Nexera UHPLC System (島津製作所 ) 
分析カラム  CORTECS UPLC C18+, 2.1×100 mm 1.6 m (Waters)  
移動相  A (水、0.05%酢酸 ) B (アセトニトリル、0.05%酢酸 ) 
時間  (分 )  (%)  (%) 
0.00  100  0 
8.00  20  80  
8.10  2 98  
9.60  2 98  
流速  (mL/分 ) 0.3  
 98 
 
カラム温度  35°C  
検出器  
Triple TOF® 5600 System (SCIEX) 
ESI, Positive ion mode  
検出器温度  500°C  
Ion Source Gas (GS)  GS1：55  GS2：70  
GR24  
Declustering Potential：70  Collision Energy：14  
Precursor ion (m/z)：299.1  Product ion (m/z)：97.03  
HMB  
Declustering Potential：50  Collision Energy：13  
Precursor ion (m/z)：115.0  Product ion (m/z)：97.03  
NAA 
Declustering Potential：70  Collision Energy：40  
Precursor ion (m/z)：187.1  Product ion (m/z)：115.05  
 
表 1-2：ABC-FTL (GR24 型 )、d1-ABC-FTL (GR24 型 ) の分析条件  
UHPLC  Nexera UHPLC System (島津製作所 ) 
分析カラム  Acquity UPLC HSS T3, 2.1×50 mm 1.8 m (Waters)  
移動相  A (水、0.05%酢酸 ) B (アセトニトリル、0.05%酢酸 ) 
時間  (分 )  (%)  (%) 
0.00  90  10  
6.00  30  70  
6.10  2 98  
7.00  2 98  
流速  (mL/分 ) 0.4  
カラム温度  4°C  
検出器  
Triple TOF® 5600 System (SCIEX) 
ESI, Positive ion mode  
検出器温度  500°C  
Ion Source Gas (GS)  GS1：55  GS2：70  
ABC-FTL (GR24 型 ) 
Declustering Potential：70  Collision Energy：15  
Precursor ion (m/z)：203.1  Product ion (m/z)：185.06  
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d1-ABC-FTL (GR24 型 ) 
Declustering Potential：70  Collision Energy：15  
Precursor ion (m/z)：204.1  Product ion (m/z)：186.06  
 
表 1-3：CN-PMF、HBN、HMB、NAA の分析条件  (基質に CN-PMF を使用した試験 ) 
UHPLC  Nexera UHPLC System (島津製作所 ) 
分析カラム  CORTECS UPLC C18+, 2.1×100 mm 1.6 m (Waters)  
移動相  A (水、0.05%酢酸 ) B (アセトニトリル、0.05%酢酸 ) 
時間  (分 )  (%)  (%) 
0.00  100  0 
8.00  20  80  
8.10  2 98  
9.60  2 98  
流速  (mL/分 ) 0.3  
カラム温度  35°C  
検出器  
Triple TOF® 5600 System (SCIEX) 
ESI, Positive ion mode  
検出器温度  500°C  
Ion Source Gas (GS)  GS1：55  GS2：70  
CN-PMF 
Declustering Potential：70  Collision Energy：15  
Precursor ion (m/z)：216.1  Product ion (m/z)：97.03  
HBN 
Declustering Potential：70  Collision Energy：27  
Precursor ion (m/z)：120.1  Product ion (m/z)：65.04  
HMB  
Declustering Potential：50  Collision Energy：13  
Precursor ion (m/z)：115.0  Product ion (m/z)：97.03  
NAA 
Declustering Potential：70  Collision Energy：40  
Precursor ion (m/z)：187.1  Product ion (m/z)：115.05  
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AtD14 とデブラノンの加水分解酵素反応試験  
 終濃度 10 M の基質  (アセトン終濃度は 2%) と 10 g の AtD14 を含む 100 L の 50 mM 
リン酸バッファー  (pH 7.0) を調製し、30°C、15 分間の加水分解酵素反応を実施した。反
応は等量のアセトニトリルを加えることで終了させた。これらのサンプルは、内部標準物
質を添加した後、LC-MS/MS に供して HMB を定量した。内部標準物質には、NAA を使用
した。HMB と NAA の分析条件は表 1 に従った。本試験では対照区として、S97A 変異体
を使用した。  
 
DSF 法による相互作用解析  
 各濃度の化合物  (アセトンまたは DMSO 濃度は 5%)、10 g のタンパク質、終濃度 0.075%
の Sypro Orange を含む 20 L の PBS バッファー  (pH 7.4) を DSF 法による相互作用解析に
供した。詳細は上記に従った。本試験では、コントロールとしてアセトンまたは DMSO を
使用した。  
 
AtD14 の化学修飾の分析  
 24 g の AtD14 と各濃度の化合物を含む 45 L の PBS バッファー  (pH 7.4) を調製し、
30°C で 0、0.25、0.5、1、2、4 時間の加水分解酵素反応を実施した。反応終了後、サンプ
ルを LC-MS/MS に供することで AtD14 の質量を分析した。1 時間の加水分解酵素反応を行
ったものについては、等量のアセトニトリルを加えることで AtD14 を変性させたサンプル
も LC-MS/MS に供した。分析条件の詳細は表 2 に示した。BioAnalyst (SCIEX) を使用して、
得られたマススペクトルデータをデコンボリューションした。  
 
表 2：AtD14 の分析条件  
UHPLC  Nexera UHPLC System (島津製作所 ) 
分析カラム  Acquity UPLC BEH-C4, 2.1×50 mm 1.7 m (Waters)  
移動相  A (水、0.1%ギ酸 )  B (アセトニトリル、0.1%ギ酸 ) 
時間  (分 )  (%)  (%) 
0.00  97  3 
7.00  49  51  
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8.10  2 98  
9.60  2 98  
流速  (mL/分 ) 0.4  
カラム温度  80°C  
検出器  Triple TOF® 5600 System (SCIEX) 
 ESI, Positive ion mode  
検出器温度  400°C  
Ion Source Gas (GS)  GS1：30  GS2：40  
 Declustering Potential：80  Collision Energy：10  
 
AtD14 と再添加 GR24 の加水分解酵素反応および相互作用の解析  
 24 g の AtD14 と終濃度 40 M の GR24 を含む 45 L の PBS バッファー  (pH 7.4) を複
数調製し、30°C で 0 または 4 時間の加水分解酵素反応を実施した。サンプルの一部は等量
のアセトニトリルを加えることで反応を終了させた後、LC-MS/MS による GR24 の定量分
析に供した。残りのサンプルには 5 L の 400 M GR24 (アセトン濃度は 10%) を添加した。
これらのサンプルの一部は、そのうちの 20 L を DSF 法による相互作用解析に供した。残
りのサンプルは、30°C で 0、2、4、8 時間の加水分解酵素反応を実施した後、等量のアセ
トニトリルを加えることで反応を終了させ、LC-MS/MS に供して GR24 を定量した。内部
標準物質には、NAA を使用した。GR24 と NAA の分析条件は表 1 に従った。本試験では、
コントロールとしてアセトンを使用した。  
 
Y3H 法による D218A 変異体と MAX2 の相互作用解析  
 酵母 PJ69-4A を少量の滅菌水に懸濁した後、遠心分離  (10000 rpm、2 分間、室温 ) によ
って集菌し、上清を取り除いた。ここに、50% (w/w) PEG 3500 60 L、1.0 M 酢酸リチウ
ム、9 L、2 mg/mL Carrier DNA (98°C で 10 分間インキュベーションしたもの )、1 g の転
写活性化ドメイン発現プラスミドおよび DNA 結合ドメイン発現プラスミドを添加して、
42°C で 1 時間インキュベーションした。転写活性化ドメイン発現プラスミドには、pGADT7
ベクター  (Clontech) に目的遺伝子を導入した pGADT7-AtD14 または pGADT7-AtD14 D218A 
(曹  萌萌、平成 26 年度博士論文 ) を用いた。DNA 結合ドメイン発現プラスミドには、
pGBKT7 ベクター  (Clontech) の TRP1 マーカーを URA3 マーカーに置換した pGBDU ベク
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ターに MAX2 を導入した pGBDU-MAX2 を用いた。インキュベーションした菌液は、遠心
分離  (10000 rpm、2 分間、室温 ) によって集菌し、上清を取り除いた。集めた菌体は 500 
L の滅菌水に懸濁した後、SC－LW 寒天培地に均一に広げ、28°C で 2 日間培養した。表 3
に示したプライマー  (転写結合ドメインの確認：T7-F および pGADT7-R、DNA 結合ドメイ
ンの確認：pGBDU-F および pGBDU BD seq-R) を使用してコロニーPCR (KOD FX Neo 
(TOYOBO)) を行い、目的の組換え酵母を選抜した。続いて、この組換え酵母に pYES 
ADHPro-ASK1 (酵母発現用 pYES-DEST52 ベクターを改変した pYES ADHPro ベクターに
ASK1 を導入したもの ) を同様の方法で形質転換した。組換え酵母は、SC－LWU 寒天培地
において培養するとともに、表 3 に示したプライマー  (T7-F および pYES ADHPro-R) を使
用してコロニーPCR (KOD FX Neo (TOYOBO)) を行い、目的の組換え酵母を選抜した。こ
れらの組換え酵母に加えて、対照区として、それぞれの遺伝子が導入されていないベクタ
ーを形質転換した組換え酵母を用意した。獲得した組換え酵母を少量掻き取り、 SC－
LWUH 液体培地に植菌して、28°C で 1 晩培養した。OD600 が 1.0 になるように調製した後、
滅菌水を使用して OD600 が 0.1 になるように希釈した。終濃度 10 M になるように GR24
または 5DS を添加した SC－LWUH 寒天培地  (アセトン終濃度は 0.1%) に希釈した培養液
を点滴して、28°C で 3 日間培養した。コントロールとして、アセトンのみを添加した培地
を使用した。  
 
表 3：組換え酵母の作製に使用したプライマー  
名称  5′-3 ′配列  
T7-F TAATACGACTCACTATAGGG  
pGADT7-R  AGATGGTGGACGATGCACAG  
pGBDU-F ATAGATTGGCTTCAGTGGAG  
pGBDU BD seq-R  CACAGTTGAAGTGAACTTGC  
pYES ADHPro-R  CATAACTAATTACATGATGC  
 
AtD14 または点変異導入 AtD14 を過剰発現させた組換えシロイヌナズナの獲得  
 本研究室の先行研究において作製された pENTR/D-TOPO-AtD14、pENTR/D-TOPO-AtD14 
D218A、 pENTR/D-TOPO-AtD14 S97C を使用した。Gateway®LR ClonaseTMⅡ Enzyme Mix 
(Invitrogen) を使用することで LR 反応を行い、これらのプラスミドから目的遺伝子を
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Binary ベクターpGWB2 に導入した。各手順は製品プロトコルに従った。続いて、反応溶液
をコンピテントセル DH5に形質転換し、LB 培地  (1.5%寒天、50 g/mL ハイグロマイシ
ン、50 g/mL カナマイシンを含む ) において培養した。QIAprep®Spin MiniprepKit (250) 
(QIAGEN) を使用して、生育した組換え大腸菌からプラスミドを回収した。各手順は製品
プロトコルに従った。獲得したプラスミドを Sac Ⅰと Xba Ⅰによって処理し、電気泳動する
ことで目的遺伝子の導入を確認した。次に、エレクトロポレーション法によって、作製し
たプラスミド  (pGWB2-AtD14、pGWB2-AtD14 D218A) をアグロバクテリウム GV3101 に形
質転換した。獲得した組換えアグロバクテリウムは、LB 培地で培養した後、浸潤液に懸濁
した。開花した花を取り除いたシロイヌナズナに浸潤液を感染させ、暗所で 1 晩静置した。
その後、上記の条件で生育して種子を獲得した  (T1)。これらの種子は乾燥後、1/2 MS 培地  
(50 g/mL ハイグロマイシンを含む ) に散布し、抗生物質耐性をもった個体を選抜した。
選抜した個体は、土壌で生育させて種子を獲得した  (T2)。T-DNA の挿入が 1 箇所であるも
のを選抜するため、T2種子を 1/2 MS培地  (25 g/mL ハイグロマイシンを含む ) に散布し、
抗生物質耐性をもった個体ともたない個体の分離比が 3：1 になる系統を選抜し、土壌で生
育させて種子を獲得した  (T3)。T3 種子は 1/2 MS 培地  (25 g/mL ハイグロマイシンを含
む ) に散布し、抗生物質耐性をもった個体ともたない個体の分離比が 1：0 になる系統をホ
モラインと判断した。  
 
ウエスタンブロッティングによる AtD14 および点変異導入 AtD14 の発現確認  
 1/2 MS 培地で 14 日間生育した 15 個体の植物地上部をサンプリングして、液体窒素によ
って凍結した。ボルテックスを使用してサンプルを破砕した後、タンパク質抽出バッファ
ーによって可溶性タンパク質を抽出した。続いて、Bradford 法によって各サンプルの濃度
を測定し、5 g/L に調製した。SDS-PAGE によってタンパク質の分離を行い、SDS ゲルを
タンパク質ブロッティングバッファーに充分に浸した後、 0.45 m ニトロセルロース膜  
(BIO-RAD) に転写した。転写した膜は 4°C で 1 晩、1%スキムミルク中において静置した。
次に、AtD14 抗体  (バイオゲート社に依頼して作製したもの ) を 1000 倍希釈で添加して、
室温で振とうしながら 2 時間インキュベーションした。PBS-T バッファーによって洗浄し
た後、Anti-Rabbit IgG Peroxidase (A4914、SIGMA) を 1000 倍希釈で添加して室温で振とう
しながら 2 時間インキュベーションした。PBS-T バッファーによって洗浄した後、1 mL の
化学発光試薬に浸し、GENE GNOME SYNGENE (BIO IMAGING) を使用して蛍光を観察し
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た。  
 
シロイヌナズナの水耕栽培  
 Norén らの方法  (Norén et al. 2004)に従い、水耕液を作製した。ガラスポットにアルミホ
イルを巻いて遮光した後、各濃度の化合物を含む水耕液  (アセトンまたは DMSO 終濃度は
0.01%) を分注した。上記の培地で 14 日間生育した個体から、それぞれガラス化していな
い健全な個体を水耕液に移植し、連続光で 14 日間生育した。最初の 3 日間はラップフィ
ルムで覆い、植物を順化させた。水耕液は 7 日後に新しいものと交換した。生育 15 日目に
腋芽の伸長が 5 mm 以上のものを枝分かれとしてカウントした。本試験では、コントロー
ルとしてアセトンまたは DMSO を使用した。  
 
S97C 変異体の発現および精製  
 本研究室の先行研究において作製された pET49b-AtD14 S97C を鋳型に、表 4 に示したプ
ライマー  (pET49b-His-6-F-Nde Ⅰおよび AtD14-R-stop-EcoR Ⅰ) を使用して PCR を行った。
反応産物を 1%アガロースゲルで電気泳動した後、AtD14 S97C と推定される 750 bp 付近の
バンドを切り出した。QIAquck®Gel Extraction Kit (250) (QIAGEN) を使用して、切り出し
たゲルの精製を行った。各手順は製品プロトコルに従った。精製物を Nde Ⅰと EcoR Ⅰによ
って処理し、電気泳動した後、同様に AtD14 S97C と推定される 750 bp 付近のバンドを切
り出した。その後、あらかじめ Nde Ⅰと EcoR Ⅰによって処理しておいた pMALc5xHis ベク
ターにライゲーションした。ライゲーションには、DNA Ligation Kit Ver.2.1 (Takara) を使
用した。各手順は製品プロトコルに従った。反応溶液をコンピテントセル DH5に形質転
換し、LB 培地  (1.5%寒天、50 g/mL アンピシリンを含む ) において培養した。生育した
組換え大腸菌からプラスミドを回収し、Nde Ⅰと EcoR Ⅰによる切断チェックを行うととも
に、表 4 に示したプライマー  (pMALc5x-F および pMALc5x-R) を使用して、塩基配列の解
析をユーロフィンジェノミクス株式会社に依頼した。これらの操作によって、pMALc5xHis-
AtD14 S97C を作製した。続いて、pMALc5xHis-AtD14 S97C を Rosetta-Gami2 に形質転換す
るとともに、目的タンパク質の発現および精製を行った。各手順は上記に従った。精製し
たタンパク質を SDS-PAGE に供したところ、70 kDa 付近に単一のバンドが検出された。
AtD14 の質量が約 30 kDa、MBP の質量が約 40 kDa であることから、このバンドが目的タ
ンパク質であると判断した。  
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表 4：S97C 変異体コンストラクトの作製に使用したプライマー  
名称  5′-3 ′配列  
pET49b-His-6-F-Nde Ⅰ  AAAACATATGCATCACCATCACCATCACTC  
AtD14-R-stop-EcoR Ⅰ  TTTTGAATTCTCACCGAGGAAGAGC  
pMALc5x-F GGTCGTCAGACTGTGGATGAAGCC  
pMALc5x-R  TGTCCTACTCAGGAGAGCGTTCAC  
 
S97C 変異体と 5DS の加水分解酵素反応試験  
 1 M の 5DS (アセトン終濃度は 2%) と 10 g の S97C 変異体を含む 100 L の 50 mM リ
ン酸バッファー  (pH 7.0) を調製し、30°C、15 分間の加水分解酵素反応を実施した。各手
順は上記に従い、ABC-FTL (5DS 型 ) を定量した。内部標準物質には、d1-ABC-FTL (5DS 型 ) 
を使用した。分析条件の詳細は表 5 に示した。本試験では対照区として、野生型 AtD14、
S97A 変異体、MBP タグを使用した。  
 
表 5：ABC-FTL (5DS 型 ) 、d1-ABC-FTL (5DS 型 ) の分析条件  
UHPLC  Nexera UHPLC System (島津製作所 ) 
分析カラム  Acquity UPLC phenyl, 2.1×50 mm 1.7 m (Waters)  
移動相  A (水、0.05%酢酸 ) B (アセトニトリル、0.05%酢酸 ) 
時間  (分 )  (%)  (%) 
0.00  65  35  
4.00  20  80  
4.01  2 98  
4.50  2 98  
流速  (mL/分 ) 0.4  
カラム温度  40°C  
検出器  
Triple TOF® 5600 System (SCIEX) 
ESI, Positive ion mode  
検出器温度  500°C  
Ion Source Gas (GS)  GS1：60  GS2：40  
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ABC-FTL (5DS 型 ) 
Declustering Potential：40  Collision Energy：14  
Precursor ion (m/z)：235.1  Product ion (m/z)：217.12  
d1-ABC-FTL (5DS 型 )  
Declustering Potential：40  Collision Energy：14  
Precursor ion (m/z)：236.1  Product ion (m/z)：218.12  
 
S97C 変異体を過剰発現させた組換えシロイヌナズナの表現型解析  
 野生型シロイヌナズナ、atd14 変異体、35S：AtD14：atd14、35S：AtD14 S97C：atd14 を
長日条件で土壌栽培した。生育 42 日目に腋芽の伸長が 5 mm 以上のものを枝分かれとして
カウントした。  
 
DSF 法によるケミカルスクリーニング  
 終濃度 100 M のケミカルライブラリーの各化合物  (DMSO 濃度は 5%)、10 g の AtD14、
終濃度 0.075%の Sypro Orange を含む 20 L の PBS バッファー  (pH 7.4) を DSF 法による
相互作用解析に供した。各手順は上記に従った。実験は各 1 回ずつ行った。本試験では、
コントロールとして DMSO を使用した。  
 
候補化合物による SL 加水分解酵素反応阻害試験  
 1 M の 5DS (アセトン終濃度は 2%)、20 M の各化合物  (DMSO 終濃度は 1%)、10 g の
AtD14 を含む 100 L の 50 mM リン酸バッファー  (pH 7.0) を調製し、30°C、15 分間の加
水分解酵素反応を実施した。各手順は上記に従い、ABC-FTL (5DS 型 ) を定量した。内部標
準物質には、d1 ABC-FTL (5DS 型 ) を使用した。ABC-FTL (5DS 型 ) および d1 ABC-FTL (5DS
型 ) の分析条件は表 5 に従った。本試験では、コントロールとして DMSO を使用した。  
 
シロイヌナズナの胚軸伸長阻害試験  
 各濃度の化合物  (アセトンまたは DMSO 終濃度は 0.1%) を含む 1/2 MS 培地に殺菌およ
び低温処理したシロイヌナズナの種子を散布した。1/2 MS 培地は垂直方向で静置して、短
日条件で 7 日間生育した。それぞれの胚軸の長さはデジタルノギスで計測した。ケミカル
スクリーニングにおける候補化合物の選抜試験には終濃度 1 M の各化合物を使用した。
113D10 類縁化合物の生物活性試験には終濃度 3 M の各化合物を使用した。本試験では、
ネガティブコントロールとしてアセトンまたは DMSO、ポジティブコントロールとして
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GR24 を使用した。  
 
YLG による競合試験  
 終濃度 0、0.1、0.5、1、2.5、5、10、25 M の GR24 または 113D10 (アセトン終濃度は
1%)、終濃度 0.8 M の YLG (DMSO 終濃度は 0.08%) 、0.8 g の AtD14 を含む 20 L の PBS
バッファー  (pH 7.4) を調製し、30°C、10 分間インキュベーションした。その後、Mx3000P
を使用して蛍光の強さを測定した  (励起波長 495nm、検出波長 520 nm)。IC50 は、ImageJ の
カーブフィッティンググツールを使って算出した。  
 
AtD14 と GR24 または 113D10 の加水分解酵素反応試験  
 1 M の GR24 または 113D10 (アセトン終濃度は 2%) と 10 g の AtD14 を含む 100 L の
50 mM リン酸バッファー  (pH 7.0) を調製し、30°C で 0、0.5、1、2、4 時間の加水分解酵
素反応を実施した。各手順は上記に従い、GR24 または 113D10 を定量した。内部標準物質
には、ウニコナゾール P (UniconazoleP、富士フィルム和光純薬 ) を使用した。分析条件の
詳細は表 6 に示した。  
 
表 6：GR24、113D10、ウニコナゾール P の分析条件  
UHPLC  Nexera UHPLC System (島津製作所 ) 
分析カラム  Acquity UPLC phenyl, 2.1×50 mm 1.7 m (Waters)  
移動相  A (水、0.05%酢酸 ) B (アセトニトリル、0.05%酢酸 ) 
時間  (分 )  (%)  (%) 
0.00  80  20  
6.00  35  65  
7.00  2 98  
8.00  2 98  
流速  (mL/分 ) 0.4  
カラム温度  40°C  
検出器  Triple TOF® 5600 System (SCIEX) 
 ESI, Positive ion mode  
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検出器温度  500°C  
Ion Source Gas (GS)  GS1：65  GS2：65  
GR24  
Declustering Potential：70  Collision Energy：14  
Precursor ion (m/z)：299.1  Product ion (m/z)：97.03  
113D10  
Declustering Potential：70  Collision Energy：35  
Precursor ion (m/z)：313.0  Product ion (m/z)：292.95  
ウニコナゾール P 
Declustering Potential：70  Collision Energy：30  
Precursor ion (m/z)：292.1  Product ion (m/z)：70.04  
 
113D10 によるイネの分げつ抑制試験  
 上記の方法で初期生育した d10 変異体の幼苗を 3 M GR24 または 10 M 113D10 (アセ
トン終濃度は 0.1%) を含む水耕液  (リン含有 ) に移植した後、長日条件  (暗：明＝8 時間：
16 時間 )、26°C に設定した人工気象器で 7 日間生育した。それぞれの分げつの長さはデジ
タルノギスで計測した。水耕液は 3 日ごとに注ぎ足した。本試験では、ネガティブコント
ロールとしてアセトン、ポジティブコントロールとして GR24 を使用した。  
 
113D10 による中胚軸伸長阻害試験  
 殺菌および低温処理した野生型イネ、d14 変異体、d3 変異体を 10 M の 113D10 (アセト
ン終濃度は 0.1%) を含む水寒天  (0.7%寒天を含む ) に播種し、暗所、28°C で 8 日間生育し
た。それぞれの中胚軸の長さはデジタルノギスで計測した。本試験では、ネガティブコン
トロールとしてアセトン、ポジティブコントロールとして GR24 を使用した。  
 
113D10 および化合物 8 による根寄生植物の種子発芽試験  
 S. hermonthica と O. minor の乾燥種子を 0.1%Tween 20 (ナカライテスク )、1%次亜塩素酸
ナトリウム溶液を含む根寄生植物種子殺菌溶液で 5 分間処理した。クリーンベンチ内で滅
菌水によって 5 回洗浄した後、0.1%寒天と混合した。円型にカットしたグラスフィルター
をシャーレに載せた濾紙に設置して、グラスフィルターに種子を散布した。シャーレ全体
をアルミ箔で覆い遮光し、S. hermonthica は 28°C、O. minor は 23°C で 14 日間静置した。
1、10、100 M の 113D10 または化合物 8 を含む  (DMSO 濃度は 0.1%) 滅菌水を 20 L ず
つ 96 穴プレートに添加し、各穴にコンディショニングした種子をグラスフィルターごと
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設置した。S. hermonthica は 36 時間、O. minor は 5 日間静置した後、各種子を観察した。
本試験では、ネガティブコントロールとしてアセトン、ポジティブコントロールとして
GR24 を使用した。  
 
113D10 類縁化合物の化学合成  
 113D10 および化合物 2 から 7、10、11、14、16、19 は、東京農業大学の伊藤晋作助教に
化学合成して頂いた。  
 
113D10 
 1.02 g (6.30 mmol) の 3,4-ジクロロアニリン  (富士フィルム和光純薬 ) に 15 mL の脱塩水
を加えた。1.5 mL の 37%塩酸と 5 mL の脱塩水を混ぜたものを加え、3,4-ジクロロアニリン
が溶けるまで室温で攪拌した。続いて、1.26 g (16.6 mmol) のチオシアン酸アンモニウム  
(富士フィルム和光純薬 ) を加え、110°C で 1 時間攪拌した。室温まで冷却した混合物に酢
酸エチルを加え、液々分配を行った。抽出した有機層に無水硫酸ナトリウムを加え、濾過
した。有機層を減圧濃縮して結晶を獲得した。この結晶と 0.710 g (3.72 mmol) のトリフル
オロブロモアセトン  (富士フィルム和光純薬 ) をエタノールに溶解し、90°C で 1 時間攪拌
した。室温まで冷却した混合物に酢酸エチルを加え、液々分配を行った。抽出した有機層
に無水硫酸ナトリウムを加え、脱水、濾過した後、有機層を減圧濃縮した。シリカゲルを
使用したカラムクロマトグラフィーによって精製し、白色の結晶の 113D10 を獲得した。  
 1H-NMR (CD3OD, 400 MHz)  : 7.95 (1 H, d, J = 2.8 Hz), 7.49 (1 H, dd, J = 2.8, 8.8 Hz), 7.37-
7.41 (2 H, m). 13C-NMR (CD3OD, 150 MHz)  : 167.19, 141.44 (q, J = 12.0 Hz), 133.50, 131.65, 
125.57, 122.80, 121.02, 119.82, 118.17, 112.34. LC-TOF MS (ESI) (m/z) : calcd [M+H]+ 312.9575, 
found 312.9579. 
 
化合物 7 
 1.29 g (10.0 mmol) の 3,4-ジフルオロアニリン  (富士フィルム和光純薬 ) に 15 mL の脱塩
水を加えた。1.5 mL の 37%塩酸と 5 mL の脱塩水を混ぜたものを加え、3,4-ジフルオロアニ
リンが溶けるまで室温で攪拌した。続いて、1.17 g (15.4 mmol) のチオシアン酸アンモニウ
ム  (富士フィルム和光純薬 ) を加え、90°C で 2 時間攪拌した。室温まで冷却した混合物に
酢酸エチルを加え、液々分配を行った。抽出した有機層に無水硫酸ナトリウムを加え、濾
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過した。有機層を減圧濃縮して結晶を獲得した。この結晶と 0.710 g (3.72 mmol) のトリフ
ルオロブロモアセトン  (富士フィルム和光純薬 ) をエタノールに溶解し、90°C で 2 時間攪
拌した。室温まで冷却した混合物に酢酸エチルを加え、液々分配を行った。抽出した有機
層に無水硫酸ナトリウムを加え、脱水、濾過した後、有機層を減圧濃縮した。シリカゲル
を使用したカラムクロマトグラフィーによって精製し、白色の結晶の化合物 7 を 0.130 g 
(0.464 mmol) 獲得した。  
 1H-NMR (CDCl3, 400 MHz)  : 7.86 (1 H, m), 7.43 (1 H, s), 6.92 (2 H, m). 13C-NMR (CDCl3, 
150 MHz)  : 167.26, 140.71 (q, J =13.4 Hz), 136.06, 121.02, 119.23, 118.53 (d, J = 17.2 Hz), 
117.50 (d, J = 17.2 Hz), 115.59, 110.24, 109.19 (dd, J = 21.6, 57.5 Hz). LC-TOF MS (ESI) (m/z) : 
calcd [M+H]+ 281.0166, found 281.0173. 
化合物 2 から 16 (化合物 15 は除く ) も同様に化学合成した。  
 
化合物 2 
 1H-NMR (CD3OD, 600 MHz)  : 7.62 (2 H, d, J = 9.2 Hz), 7.35 (1 H, s), 7.30 (2 H, d, J = 8.7 
Hz). 13C-NMR (CD3OD, 150 MHz)  : 167.12, 140.44 (q, J = 12.4 Hz), 130.00, 128.43 (2 C), 
122.65, 120.87, 120.46 (2 C), 111.91. LC-TOF MS (ESI) (m/z) : calcd [M+H]+ 278.9965, found 
278.9973. 
 
化合物 3 
 1H-NMR (CD3OD, 600 MHz)  : 7.65 (2 H, d, J = 1.9 Hz), 7.41 (1 H, s), 6.98 (1 H, dd, J = 1.8, 
3.7 Hz). 13C-NMR (CD3OD, 150 MHz)  : 165.89, 143.90, 141.33 (q, J = 12.0 Hz), 136.30, 122.47 
(2 C, dd, J = 43.1, 79.0), 120.96, 116.47 (2 C), 112.78. LC-TOF MS (ESI) (m/z) : calcd [M+H]+ 
312.9575, found 312.9589. 
 
化合物 4 
 1H-NMR (CD3OD, 600 MHz)  : 8.52 (1 H, d, J = 2.3 Hz), 7.46 (1 H, s), 7.38 (1 H, d, J = 8.7 
Hz). 7.01 (1 H, dd, J = 2.3, 8.3 Hz). 13C-NMR (CD3OD, 150 MHz)  : 166.52, 140.94 (q, J = 12.0 
Hz), 139.33, 134.23, 131.56, 124.27, 121.90, 121.16, 120.98, 113.62. LC -TOF MS (ESI) (m/z) : 
calcd [M+H]+ 312.9575, found 312.9585. 
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化合物 5 
 1H-NMR (CD3OD, 600 MHz)  : 8.27 (1 H, dd, J = 1.4, 8.3 Hz), 7.44 (1 H, s), 7.28 (1 H, dd, J 
= 8.3, 16.5 Hz). 7.22 (1 H, dd, J = 1.4, 8.2 Hz). 13C-NMR (CD3OD, 150 MHz)  : 167.23, 140.72 
(q, J = 12.5 Hz), 140.12, 134.15, 128.97, 125.62, 122.90, 122.72, 120.34, 113.42 . LC-TOF MS 
(ESI) (m/z) : calcd [M+H]+ 312.9575, found 312.9583. 
 
化合物 6 
 1H-NMR (CDCl3, 600 MHz)  : 7.90-7.94 (1 H, m), 7.07 (1 H, s), 6.92-6.96 (2 H, m). 13C-NMR 
(CDCl3, 150 MHz)  : 166.68, 158.93 (dd, J = 11.5, 245.6 Hz), 153.48 (dd, J = 11.5, 245.6 Hz), 
140.83 (q, J = 12.5 Hz), 124.25 (d, J = 7.2 Hz), 122.37 (d, J = 10.1 Hz), 121.02, 111.64 (d, J = 
18.7 Hz), 110.03, 104.39 (dd, J = 23.0, 48.8 Hz). LC-TOF MS (ESI) (m/z) : calcd [M+H]+ 281.0166, 
found 281.0180. 
 
化合物 8 
 1.70 g (9.88 mmol) の 3-ブロモアニリン  (富士フィルム和光純薬 ) に 15 mL の脱塩水を
加えた。1.5 mL の 37%塩酸と 5 mL の脱塩水を混ぜたものを加え、3-ブロモアニリンが溶
けるまで室温で攪拌した。続いて、1.07 g (14.1 mmol) のチオシアン酸アンモニウム  (富士
フィルム和光純薬 ) を加え、90°C で 2 時間攪拌した。室温まで冷却した混合物に酢酸エチ
ルを加え、液々分配を行った。抽出した有機層に無水硫酸ナトリウムを加え、濾過した。
有機層を減圧濃縮して結晶を獲得した。この結晶と 0.176 g (0.922 mmol) のトリフルオロ
ブロモアセトン  (富士フィルム和光純薬 ) をエタノールに溶解し、90°C で 2 時間攪拌した。
室温まで冷却した混合物に酢酸エチルを加え、液々分配を行った。抽出した有機層に無水
硫酸ナトリウムを加え、脱水、濾過した後、有機層を減圧濃縮した。シリカゲルを使用し
たカラムクロマトグラフィーによって精製し、白色の結晶の化合物 8 を 0.0235 g (0.0727 
mmol) 獲得した。  
 1H-NMR (CDCl3, 600 MHz)  : 7.56 (1 H, dd, J = 1.9, 3.2 Hz), 7.38-7.40 (1 H, m), 7.21-7.22 (2 
H, m), 7.07 (1 H, s). 13C-NMR (CDCl3, 150 MHz)  : 165.51, 140.80 (q, J = 12.4 Hz), 130.76, 
126.40, 123.02, 121.32, 121.16, 119.37, 116.98, 109.75. LC -TOF MS (ESI) (m/z) : calcd [M+H]+ 
322.9460, found 322.9467. 
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化合物 9 
 2.51 g (10.0 mmol) の 3,4-ジブロモアニリン  (富士フィルム和光純薬 ) に 15 mL の脱塩水
を加えた。1.5 mL の 37%塩酸と 5 mL の脱塩水を混ぜたものを加え、3,4-ジブロモアニリン
が溶けるまで室温で攪拌した。続いて、1.07 g (14.1 mmol) のチオシアン酸アンモニウム  
(富士フィルム和光純薬 ) を加え、90°C で 2 時間攪拌した。室温まで冷却した混合物に酢酸
エチルを加え、液々分配を行った。抽出した有機層に無水硫酸ナトリウムを加え、濾過し
た。有機層を減圧濃縮して結晶を獲得した。この結晶と 0.534 g (2.80 mmol) のトリフルオ
ロブロモアセトン  (富士フィルム和光純薬 ) をエタノールに溶解し、90°C で 2 時間攪拌し
た。室温まで冷却した混合物に酢酸エチルを加え、液々分配を行った。抽出した有機層に
無水硫酸ナトリウムを加え、脱水、濾過した後、有機層を減圧濃縮した。シリカゲルを使
用したカラムクロマトグラフィーによって精製し、暗褐色の結晶の化合物 9 を 0.0139 g 
(0.0346 mmol) 獲得した。  
 1H-NMR (CDCl3, 600 MHz)  : 7.74 (1 H, d, J = 2.8 Hz), 7.56 (1 H, d, J = 8.7 Hz), 7.35 (1 H, 
dd, J = 2.8, 8.7 Hz), 7.11 (1 H, s). 13C-NMR (CDCl3, 150 MHz)  : 164.94, 141.07 (q, J = 12.5 
Hz), 139.94, 134.16, 125.36, 123.03, 121.19, 118.55, 118.00, 110.28. LC -TOF MS (ESI) (m/z) : 
calcd [M+H]+ 400.8565, found 400.8572. 
 
化合物 10 
 1H-NMR (CD3OD, 600 MHz)  : 8.15 (1 H, dd, J = 5.5, 8.7 Hz), 7.39 (1 H, s), 7.30 (1 H, dd, J 
= 2.8, 8.2 Hz), 7.12 (1 H, ddd, J = 3.2, 8.2, 17.4 Hz). 13C-NMR (CD3OD, 150 MHz)  : 168.69, 
160.26 (d, J = 244.2 Hz), 140.09 (q, J = 12.4 Hz), 134.78, 125.45 (d, J = 8.6 Hz), 122.59, 120.81, 
117.93 (d, J = 25.8 Hz), 115.69 (d, J = 21.5 Hz), 112.74. LC-TOF MS (ESI) (m/z) : calcd [M+H]+ 
296.9871, found 296.9892. 
 
化合物 11 
 1H-NMR (CD3OD, 600 MHz)  : 7.98 (1 H, dd, J = 5.5, 9.2 Hz), 7.48 (1 H, dd, J = 2.8, 7.8 Hz), 
7.39 (1 H, s), 7.19 (1 H, ddd, J = 2.8, 7.8, 16.9 Hz). 13C-NMR (CD3OD, 150 MHz)  : 169.46, 
160.83 (d, J = 247.0 Hz), 139.80 (q, J = 12.0 Hz), 136.05, 126.88 (d, J = 8.6 Hz), 121.22 (d, J = 
24.4 Hz), 120.71, 118.20 (d, J = 8.6 Hz), 116.44 (d, J = 21.5 Hz), 112.70. LC-TOF MS (ESI) (m/z) : 
calcd [M+H]+ 340.9366, found 340.9377. 
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化合物 12 
 1H-NMR (CD3OD, 600 MHz)  : 7.31 (1 H, dd, J = 2.3, 7.8 Hz), 7.25 (1 H, d, J = 1.8 Hz), 7.20 
(1 H, s), 7.05 (1 H, d, J = 8.3 Hz), 2.22 (1 H, d, J = 20.2 Hz). 13C-NMR (CD3OD, 150 MHz)  : 
168.09, 141.44 (q, J = 12.0 Hz), 139.79, 138.37, 132.16, 131.12, 122.93, 121.15, 120.68, 116.93, 
110.39. LC-TOF MS (ESI) (m/z) : calcd [M+H]+ 270.0307, found 270.0319.  
 
化合物 13 
 1H-NMR (CD3OD, 600 MHz)  : 8.11 (1 H, dd, J = 1.8, 3.7 Hz), 7.85 (1 H, d, J = 6.4 Hz), 7.47 
(1 H, dd, J = 8.3, 16.0 Hz), 7.42 (1 H, s), 7.32 (1 H, d, J = 7.3 Hz), 2.65 (6 H, s). 13C-NMR (CD3OD, 
150 MHz)  : 166.20, 142.87, 141.51 (q, J = 12.0 Hz), 131.25, 126.39, 122.74, 121.06, 119.76, 
113.87, 112.49, 40.41 (2 C). LC-TOF MS (ESI) (m/z) : calcd [M+H]+ 273.0668, found 273.0676. 
 
化合物 14 
 1H-NMR (CD3OD, 600 MHz)  : 7.69 (1 H, d, J = 24.7 Hz), 7.69 (1 H, d, J = 13.3 Hz), 7.43 (1 
H, dd, J = 2.8, 8.8 Hz), 6.71 (1 H, s), 3.69 (3 H, s). 13C-NMR (CD3OD, 150 MHz)  : 169.84, 
139.20, 138.25, 134.77, 133.11, 132.18, 126.11, 123.95, 104.87, 13.85. LC-TOF MS (ESI) (m/z) : 
calcd [M+H]+ 258.9858, found 258.9861. 
 
化合物 16 
 1H-NMR (CD3OD, 600 MHz)  : 7.86 (1 H, d, J = 2.3 Hz), 7.74 (2 H, d, J = 7.3 Hz), 7.62 (1 H, 
d, J = 8.7 Hz), 7.43-7.52 (5 H, m). 13C-NMR (CD3OD, 150 MHz)  : 169.31, 144.83, 139.51, 
134.47, 132.78, 131.13 (2 C), 130.74, 130.46 (2 C), 130.18, 127.51, 124.53, 122.41, 104.53. LC-
TOF MS (ESI) (m/z) : calcd [M+H]+ 321.0015, found 321.0032. 
 
化合物 17 
 1.00 g (4.31 mmol) の 2-ブロモ -4-トリフルオロメチルチアゾール  (ChemScene) および
0.930 g (5.71 mmol) の 3,4-ジクロロフェノール  (富士フィルム和光純薬 ) を 5 mL の N,N-ジ
メチルホルムアルデヒドに溶解した。0.770 g (5.57 mmol) の炭酸カリウムを加え、80°C で
6 時間攪拌した。脱塩水を加えた後、酢酸エチルを加え、液々分配を行った。抽出した有
機層に無水硫酸ナトリウムを加え、濾過した。有機層を減圧濃縮した。シリカゲルを使用
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したカラムクロマトグラフィーによって精製し、白色の結晶の化合物 17 を獲得した  (0.684 
g, 2.18 mmol, 収率 51%)。  
 1H-NMR (CDCl3, 600 MHz)  : 7.50 (1 H, d, J = 8.7 Hz), 7.48 (1 H, d, J = 2.8 Hz), 7.32 (1 H, 
s), 7.24 (1 H, dd, J = 2.7, 8.7 Hz). 13C-NMR (CDCl3, 150 MHz)  : 170.01, 153.16, 139.36 (q, J = 
12.5 Hz), 133.67, 131.40, 130.24, 122.32, 120.80, 119.67, 115.38. LC-TOF MS (ESI) (m/z) : calcd 
[M+H]+ 313.9416, found 313.9421. 
化合物 18 も同様に化学合成した。  
 
化合物 18 
 1H-NMR (CDCl3, 600 MHz)  : 7.49 (1 H, d, J = 2.3 Hz), 7.42 (1 H, ddd, J = 1.9, 3.7, 6.4 Hz), 
7.29-7.30 (3 H, m). 13C-NMR (CDCl3, 150 MHz)  : 173.48, 155.24, 139.43 (q, J = 12.9 Hz), 
131.25, 129.64, 123.55, 123.06, 120.87, 118.87, 115.16. LC -TOF MS (ESI) (m/z) : calcd [M+H]+ 
323.9300, found 323.9310. 
 
化合物 19 
 1.39 g (8.58 mmol) の 3,4-ジクロロアニリン  (富士フィルム和光純薬 ) を 10 mL の酢酸と
10 mL の脱塩水の混合物に溶解した。0.940 g (14.5 mmol) のシアン酸ナトリウム  (富士フ
ィルム和光純薬 ) を加え、40°C で 2 時間攪拌した。反応物を室温まで冷却した後、濾過し
た。0.110 g (0.536 mmol) の反応物と 0.170 g (0.890 mmol) のトリフルオロブロモアセトン  
(富士フィルム和光純薬 ) をジオキサンに溶解し、130°C で 4 時間攪拌した。脱塩水を加え
た後、酢酸エチルを加え、液々分配を行った。抽出した有機層に無水硫酸ナトリウムを加
え、濾過した。有機層を減圧濃縮した。シリカゲルを使用したカラムクロマトグラフィー
によって精製し、白色の結晶の化合物 19 を獲得した  (0.122 g, 0.412 mmol, 収率 77%)。  
 1H-NMR (CD3OD, 400 MHz)  : 7.64 (1 H, d, J = 2.4 Hz), 7.60 (1 H, d, J = 1.6 Hz), 7.39 (1 H, 
d, J = 8.7 Hz), 7.33 (1 H, dd, J = 2.8, 8.8 Hz). 13C-NMR (CD3OD, 150 MHz)  : 158.88, 140.06, 
133.86, 133.61, 132.34 (q, J = 13.4 Hz), 131.73, 125.85, 123.17, 119.53, 117.95. LC-TOF MS 
(ESI) (m/z) : calcd [M+H]+ 296.9804, found 296.9807. 
 
化合物 15 は Key Organics (https://www.keyorganics.net/) から購入した。  
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使用器具一覧  
・角型シャーレ  滅菌 2 号角型シャーレ  (栄研化学 ) 
・円型シャーレ  滅菌オートシャーレ  S9015 mm (SANSEI) 
・人工気象器  
BIOTRON LH-300-RDSS (日本医化機械製作所 ) 
BIOTRON LH-240S (日本医化機械製作所 ) 
BIOTRON LH-200-RDS (日本医化機械製作所 ) 
・籾摺器  一穂用籾摺器  100 mm × H 400 mm (藤原製作所 ) 
・ボルテックス  MIXER UZUSIO VIX-3000L (LMS) 
・卓上遠心機  プチまる 6 (WAKEN) 
・微量高速冷却遠心機  MX-300 (TOMY) 
・高速冷却遠心機  Avanti JXN-26 (BECKMAN COULTER) 
・ブロックインキュベーター  BI-516S (ASTEC) 
・恒温振とう培養機  バイオシェーカー  BR-43FL (TAITEC) 
・恒温培養器  MIR-153 (SANYO) 
・分光光度計  SmartSpecTM Plus (BIO-RAD) 
・超音波ホモジナイザー  Sonifier 250D (BRANSON) 
・LC-MS, LC-MS/MS 
  Nexera UHPLC System (島津製作所 ) 
  Triple TOF® 5600 System (SCIEX) 
  CORTECS UPLC C18+, 2.1×100 mm 1.6 m (Waters) 
  Acquity UPLC HSS T3, 2.1×50 mm 1.8 m (Waters) 
  Acquity UPLC BEH-C4, 2.1×50 mm 1.7 m (Waters) 
  Acquity UPLC phenyl, 2.1×50 mm 1.7 m (Waters) 
・アガロースゲル電気泳動装置  Mupid®-2plus (株式会社ミューピッド ) 
・エレクトロポレーター  MicroPulser (BIO-RAD) 
・ポリアクリルアミドゲル電気泳動装置  (ATTO) 
・卓上小型振とう機  インビトロシェーカー  Wave-SI (TAITEC) 
・デジタルノギス  (Niigata Seiki) 
・グラスフィルター  WhatmanTM GF/A Diameter 60 mm (GE Healthcare) 
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・濾紙  定量濾紙  No.1 90 mm (東洋濾紙 ) 
・投込み式恒温水槽  (サーモペット ) NTT-2200 (東京理化器械 ) 
・遠心減圧濃縮装置  
 SPD SpeedVac® SPD111V (Thermo) 
 RVT Refrigerated Vapor Trap 404 (Thermo) 
 EA A28 (EDWARDS) 
・NMR 装置  JEOL JNM-ECA600 
 
使用試薬一覧  
・PPM 溶液  (ムラシゲ・スクーグ  (MS) 培地用混合塩類  (富士フィルム和光純薬 ) 0.46 g、
TritonX-100 (ナカライテスク ) 20 L、PPM (Plant Cell Technology) 8 mL / 400 mL) 
・1/2 MS 培地  (ムラシゲ・スクーグ  (MS) 培地用混合塩類  (富士フィルム和光純薬 ) 2.3 g、
MURASHIGE AND SKOOG VITAMIN SOLUTION 1000× (ナカライテスク ) 1 mL、スクロー
ス  10.0 g、寒天  8.0 g / L) 
・LB 培地  (NaCl 10.0 g、Bacto Yeast Extract (Becton, Dickinson and Company) 5.0 g、Bacto 
tryptone (Becton, Dickinson and Company) 10.0 g / L) 
・抗生物質  
アンピシリンナトリウム  (ナカライテスク ) 
クロラムフェニコール  (富士フィルム和光純薬 ) 
ストレプトマイシン硫酸塩  (ナカライテスク ) 
テトラサイクリン塩酸塩  (富士フィルム和光純薬 ) 
ハイグロマイシン B (富士フィルム和光純薬 ) 
カナマイシン硫酸塩  (富士フィルム和光純薬 ) 
・イソプロピル --D-チオ -ガラクトシド  (富士フィルム和光純薬 ) 
・20mM Tris バッファー  (pH 8.0)  (Tris 60.5 g、HCl で pH 8.0 に調整  / 500 mL) 
・PBS バッファー  (pH 7.4)  (NaCl 8.0 g、KCl 0.2 g、Na2HPO4 1.15 g、KH2PO4 0.2 g / L) 
・リン酸バッファー  (pH 7.0) (0.2 M NaH2PO4 39.0 mL、0.2 M Na2HPO4 61.0 mL / 100 mL)  
・50% (w/z) PEG 3500 (PEG 3500 50 g / 100 mL) 
・YeastmakerTM Carrier DNA (Clontech) 
・SC－LW 培地  (SC drop-out mix－LW (Ade 1.0 g、Arg 1.0 g、His 1.0 g、 Iso 1.0 g、Lys 1.0 
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g、Met 1.0 g、Phe 1.5 g、Ser 1.0 g、Thr 1.0 g、Tyr 1.5 g、Ura 0.6 g、Val 4.5 g) 0.083 g、Difco 
Yeast Nitrogen Base  (w/o)  amino acid (Becton, Dickinson and Company) 0.667 g、グルコー
ス  2.0 g、KOH で pH 5.6 に調整  / 100 mL ※寒天培地には Bactor Agar (Becton, Dickinson and 
Company) 1.67 g を加える ) 
・SC－LWU 培地  (SC drop-out mix－LW (Ade 1.0 g、Arg 1.0 g、His 1.0 g、 Iso 1.0 g、Lys 1.0 
g、Met 1.0 g、Phe 1.5 g、Ser 1.0 g、Thr 1.0 g、Tyr 1.5 g、Val 4.5 g) 0.083 g、Difco Yeast Nitrogen 
Base (w/o) amino acid (Becton, Dickinson and Company) 0.667 g、グルコース  2.0 g、KOH で
pH 5.6 に調整  / 100 mL ※寒天培地には Bactor Agar (Becton, Dickinson and Company) 1.67 g
を加える ) 
・SC－LWUH 培地  (SC drop-out mix－LW (Ade 1.0 g、Arg 1.0 g、 Iso 1.0 g、Lys 1.0 g、Met 
1.0 g、Phe 1.5 g、Ser 1.0 g、Thr 1.0 g、Tyr 1.5 g、Ura 0.6 g、Val 4.5 g) 0.083 g、Difco Yeast 
Nitrogen Base (w/o) amino acid (Becton, Dickinson and Company) 0.667 g、グルコース  2.0 g、
KOH で pH 5.6 に調整  / 100 mL ※寒天培地には Bactor Agar (Becton, Dickinson and Company) 
1.67 g を加える ) 
・浸潤液  (ムラシゲ・スクーグ  (MS) 培地用混合塩類  (富士フィルム和光純薬 ) 2.3 g、
MURASHIGE AND SKOOG VITAMIN SOLUTION 1000× (ナカライテスク ) 500 L、スクロー
ス  50.0 g、MES 0.5 g、Silwet L-77 (バイオメディカルサイエンス ) 500 L / L) 
・タンパク質抽出バッファー  ( (Tris 6.1 g、MgCl2・6H2O 2.0 g、NaCl 8.8 g、TritonX-100 (ナ
カライテスク ) 1 mL / L) 300 L、Protease Inhibitor Cocktail (SIGMA) 3 L、100 mM PMSF 3 
L、100 mM DTT 0.3 L / sample) 
・タンパク質ブロッティングバッファー  (グリシン  2.9 g、Tris 5.8 g、SDS 0.4 g、メタノー
ル  200 mL / L) 
・PBS-T バッファー  (Tween 20 (ナカライテスク ) 1 mL / L) 
・1%スキムミルク  (Skim Milk Powder (富士フィルム和光純薬 ) 0.5 g / 50 mL PBS-T バッフ
ァー ) 
・化学発光試薬  West PICO chemiluminescent substrate (PIERCE) 
 
使用市販キット・酵素類  
・KOD FX Neo (TOYOBO)  
・Gateway®LR ClonaseTMⅡ Enzyme Mix (Invitrogen) 
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・QIAprep®Spin MiniprepKit (250) (QIAGEN) 
・QIAquck®Gel Extraction Kit (250) (QIAGEN) 
・DNA Ligation Kit Ver.2.1 (Takara) 
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